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Diagnostico laboratorial da doenca falciforme em neonatos e apds o

sexto més de vida

Laboratorial diagnosis of sickle cell disease in the neonate and after the sixth month of life

Maria Helena C. Ferraz*
Mitiko Murao?

A doenca falciforme é uma desordem genética da hemoglobina, com alta prevaléncia
no Brasil. Apresenta elevada morbidade e mortalidade, necessitando de identificacéo e
tratamento precoces. O reconhecimento disso tornou o seu diagnéstico obrigatorio
pelos testes de triagem neonatal, em todo o pais. O diagnéstico laboratorial da doenga
no neonato baseia-se na detec¢do da hemoglobina S utilizando-se preferencialmente as
técnicas de IEF e/ou HPLC que apresentam elevada sensibilidade e especificidade.
Estes métodos permitem também a deteccdo dos portadores de trago e de outras
hemoglobinas variantes. Na doenga falciforme as principais possibilidades fenotipicas
ao nascimento sao: Hb FS, Hb FSC, Hb FSA e Hb FSD-Punjab. Qualquer que seja o
fendtipo encontrado para a doenca a crianca devera ser encaminhada a consulta
médica e o exame repetido apds o sexto més de vida para confirmacao do perfil
hemoglobinico. Outros exames complementares podem ser necessarios para o diag-
nostico diferencial das diferentes formas da doenca tais como a dosagem de Hb A, e Hb
Fetal como também a realizagédo do estudo familiar. Rev. bras. hematol. hemoter.
2007;29(3):218-222.

Palavras-chave: Hemoglobina S; doenca falciforme; diagnéstico laboratorial; triagem
neonatal.

A doenga falciforme decorre de uma alteragdo de um
gene estrutural levando a producéo de uma hemoglobina
andmala—ahemoglobina S (Hb S). Esta ateracdo consiste
numa mutac&o no gene da beta globina envolvendo a troca
de uma Uinica base nitrogenada — a adenina pela timina—no
cddon do DNA. Disto resulta a substitui¢éo do acido glutéa-
mico pelavalinanaposi¢do 6 da cadeiabetacom consequen-
temoadificacao fisi co-quimicadamol éculadahemoglobina.

O termo doencafalciforme se aplicaaum grupo de de-
sordens genéticas, caracterizado pela presenca da hemo-
globina S: em homozigose (Hb SS) — também chamada de
anemiafalciforme; em heterozigose com outras hemoglobinas
variantes (Hb SC, Hb SD-,, ., etc), ou, ainda, em interacéo
com astalassemias (Hb S/B° talassemia, Hb S/B* talassemia,
Hb S/o. talassemia). E reconheci damente umadoencade ele-
vada mortalidade e morbidade, necessitando de identifica-

cao e tratamento precoces.*? No Brasil apresenta alta
prevaléncia e o seu diagnostico passou a ser obrigatorio
em todos os estados, pel os testes de triagem neonatal, des-
de junho de 2001, com a criag&o do ProgramaNacional de
Triagem Neonatal (PNTN), juntamente com a triagem do
hipotireoidismo congénito, da fenilcetonuria e da fibrose
cistica.*®* Destamaneira, o Ministério da Salide deu umim-
portante passo no reconhecimento de sua relevancia em
salide publicano Brasil.

A mortalidade nadoencafal ciforme, principal mente por
infecgéo bacterianaou por sequiestro esplénico, inicia-se apos
os doisatrés primeiros meses de vida, justificando aimpor-
tancia do diagnostico precoce. A adogédo de medidas profi-
|&ticas comprovadamente aumenta a sobrevida dos indivi-
duos afetados e melhora a sua qualidade de vida, apesar de
ndo possibilitar a curaclinica da doenca.*2®

Profd do Departamento de Propedéutica Complementar da Faculdade de Medicina da UFMG. Supervisora do Laboratério de Triagem Neonatal
para Hemoglobinopatias do Nucleo de Acdes e Pesquisas em Apoio Diagnoéstico (Nupad)/ FM-UFMG.
?Fundagdo Hemominas, Belo Horizonte. Servico de Hematologia Pediatrica HC-UFMG.

Correspondéncia: Maria Helena da Cunha Ferraz
Av. Alfredo Balena, 190

30130-100 — Belo Horizonte-MG - Brasil

Tel.: (31)3248-9714 — fax: (31)3248-9724
E-mail: maria.helena@nupad.medicina.ufmg.br




Ferraz MHC et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(3):218-222

Diagnostico laboratorial

O diagnostico das hemoglobinopatias € complexo e
envolve uma andlise que deve considerar, além dos dados
clinicos e heranca genética, varios fatores como idade da
crianga por ocasido da col eta, tempo de estocagem e condi-
¢Oes de armazenamento da amostra (desnaturacéo da hemo-
globina), entre outras. E conveniente que o laboratdrio tenha
um consultor especializado naérea, paraauxiliar no esclare-
cimento dos casos mais complicados.

A tabela 1 mostra as concentragdes esperadas para as
hemogl obinas no recém-nascido normal e paraacriancaapos
0 sexto més de vida (perfil hemoglobinico do adulto).®”

Tabela 1. Concentragdo normal das hemoglobinas no
recém-nascido e adulto

Hemoglobina % no RN % no adulto
Hb A (0282) 0a20 96 a 98
Hb A2 (0:262) Oal 2,0a3,7
Hb F (02y2) 80 a 100 02al5

Em recém-nascidos com hemoglobinopatias, principal-
mente agqueles que envolvem a cadeia beta da globina, os
testes de triagem so encontrardo tracos da hemoglobinava
riante, sendo o perfil hemoglobinico caracteristico obtido
somente apos 0 sexto mésdevida. Dai aimportanciadarepe-
ticdo dos exames até o final do primeiro ano devida. Isto se
deve ao fato de que, apos os primeiros meses de vida, com o
aumento da producdo das cadeias beta e com a diminuicdo
correspondente da sintese das cadeias gama, ocorre uma
diminuicdo da concentracéo dahemoglobinafetal e, no caso
deindividuos normais, um aumento correspondente da con-
centragdo dahemoglobinaA. Nas hemogl obinopatias, asubs-
tituicdo da hemoglobina F sefaz apartir do codigo genético
herdado. Na doenca falciforme a Hb S passa a predominar
sobreaHb F e, assim, emergem as manifestages clinicas.

Diagnostico laboratorial em neonatos

O diagndstico laboratorial dadoencafalciforme baseia-
se na deteccdo da hemoglobina S e deve seguir as hormas
estabelecidasno PNTN (Portaria do Ministério da Saide n°
822/01).* Os métodos utilizadosidentificam, além dadoenca
falciforme, outras hemogl obinopatias, bem como ascriancas
heterozigotas (portadoras de trago para hemoglobino-
patias).”®

O recém-nascido com doencafalciforme €, geralmente,
assintomético devido ao efeito protetor dahemoglobinafetal,
que, neste periodo da vida, representa cerca de 80% do total
dahemoglobina. Por este motivo, ostestes defal cizacdo (pes-
quisa de drepandcitos) e os testes de solubilidade ndo se
aplicam durante os primeiros meses de vida. Os testes usa-
dosem triagem popul acional devem ser sensiveis e apresen-
tar boa relagdo custo-beneficio.® Resultados fal so-positivos
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s80 aceitavels se todos 0s casos positivos ou suspeitos fo-
rem retestados por outro método. Dai aimportancia do em-
prego de duas técnicas diferentes para a determinacéo do
perfil hemaoglobinico naprimeiraamostradatriagem 91013

Inicialmente, os programas de triagem utilizavam dois
procedimentos el etrof oréticos associados: aeletroforese em
acetato de celulose e pH alcalino seguida daeletroforeseem
agar citrato em pH &cido (Figural).” A primeiratécnicadife-
renciaas hemoglobinasA daF e das variantes maisfreqiien-
tes, como as hemoglobinas Se C, mas éincapaz de distinguir
ashemoglobinasA, daC, O e E, bem como as hemoglobinas
S da D ou da G devendo, portanto, ser confirmada pela
eletroforese em &gar citrato em pH acido.»#%° A associacao
dessas técnicas ndo constitui o melhor procedimento para
triagem neonatal populacional, pois, aém de maistrabalhosa
pararealizacdo em largaescala, apresentamenor sensibilida-
de e especificidade para o diagnostico neonatal .°

Atualmente, a maioria dos programas de triagem
neonatal substituiu os métodos convencionais pela eletro-
forese por focalizagdo isoelétrica (IEF) (Figura 2) e/ou pela
cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC) (Figura 3).
Qualquer uma dessas técnicas pode ser utilizada de forma
isolada para a triagem inicia pois constituem métodos de
elevada precisdo, devendo todo resultado positivo ser repe-
tido em mesma amostra para confirmag&o. Todos 0s casos
gue apresentarem padréo inconclusivo ou duvidoso pelatéc-
nica de escolha deverdo ser reavaliados por outro método
visando aumentar a sensibilidade e a especificidade. Portan-
to, o ideal € quetodo laboratorio de triagem trabalhe com os
dois métodos, sendo um o de uso rotineiro e o outro para
complementacdo. Nestes casos, as duas técnicas utilizadas
deverdo ser reportadas no laudo com os resultados.

Para realizac8o desses testes sdo utilizadas amostras
coletadas de sangue fresco de corddo umbilical ou amostras
de sangue seco em papel-filtro, coletadas do calcanhar do
recém-nascido, seguindo os critérios ja estabel ecidos paraa
triagem neonatal das demais doengas triadas na fase | do
PNTN. Esses métodos de triagem apresentam excel ente sen-
sibilidade e especificidade, podendo, no entanto, estar pre-
sentes fatores que interferem com o resultado, tais como
prematuri dade extrema, transfusao sangliinea anteriormente
acoleta de sangue, troca de amostras, erros de identificagao
ou nadigitacdo de resultados etc. As amostras para os testes
de triagem devem ser coletadas sempre antes de qualquer
transfusdo sangiiinea e sempre deve ser questionada areali-
zagdo de transfusdo intra-uterina. Essas informagdes facili-
tam ainterpretacdo dosresultados e, diante da ocorrénciade
transfusdo prévia, umanovaamostradeve ser solicitadatrés
meses apos a transfusdo.

A hemoglobinanormal do adulto € denominadahemo-
globinaA (Hb A) eahemoglobinanormal do feto é designa-
da hemoglobina fetal (Hb F). Existem mais de 700 hemo-
globinas variantes descritas, sendo muitas delas detectadas
pel os testes de triagem, especialmente pela|EF.2 A maioria
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Figura 1. Eletroforese em pH alcalino (acetato de celulose) e pH
acido (agar citrato). Adaptado: Color Plate 2. In: Embury, SH et al
(eds.) Sickle Cell Disease, 1th ed. New York: Raven Press, 1994.
Legenda: 1. Controles: A, F, S e C;2. Hb AA;3. Hb AS;4. Hb AS;
5.Hb SS; 6. Hb SC; 7. Hb AE
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Figura 2. Viséo parcial de gel de IEF com varias corridas eletro-
foréticas. Legenda: NAFSC: controle na posi¢éo 16 do gel de IEF
Padrdes: Hb FS, Hb FSC, Hb AS, Hb FAS; Transfuséo: Hb AF em
recém-nascido

FAS

n&o apresenta conseqiiéncias clinicas, mas algumas podem
determinar anemia ou outros problemas mesmo em hete-
rozigose.

As hemoglobinasidentificadas pel os testes sdo relata-
das em ordem crescente de sua concentragdo. Assim, a re-
presentacao do perfil hemoglobinico do RN normal éHb FA,
por ser aconcentragdo da hemoglobinafetal (Hb F) superior
adahemoglobinanormal do adulto (Hb A). Ao nascimento,
as criangas com hemoglobinopatias, ou as portadoras detra-
co, também apresentam predominio da Hb F. Na doenca
falciforme teremos as seguintes possibilidades fenotipicas
de acordo com a heranca genética:

xxx%x Sickle Cell Showrt 11443-S Mxx
DATE:22-89.-83 TIME:11:88:12

TECH ID# 1

ViAaLs 11

SAMPLE ID# QE000B0ONOA-DEB453-1

ANaALYTE ID % TIME AREA

Uniknown 1 4.3 #8.12 29246

FAST 8.7 a.19 2808997

El 14.5 8.52 334874

E 53.4 B8.68 1233391

Unknown 2 j R a.88 44832

é 17.3 8.92 399889
TOTAL AREA 2311549

] 17.3% S 8.6%

1=t

48%+

Figura 3. Cromatograma de amostra normal de recém-nascido
(HPLC)

— HbFS(presencade SeausénciadeA);

— Hb FSC ou FSD — Punjab, etc (presenca de S com
outra variante hemoglobinica, naauséncia deA);

— Hb FSA (presenca de S em maior concentracéo
queA).

Além da hemoglobina S, outras variantes hemoglo-
binicas podem ser detectadas pel os testes de triagem, sendo
asmaiscomunsashemoglobinasC, D, E, JeG

Nadoencafal ciforme, um mesmo resultado datriagem
pode estar associado a diferentes genétipos com diversida-
declinica. Assim, o fenétipo FSreflete vérios genétiposcom
ampla variagdo na gravidade das manifestagdes clinicas. A
maioriadas criancas FS apresentaadoencafal ciforme nasua
forma homozigética (anemia falciforme), mas outras situa-
¢Oes como a S/BP talassemia e a S/B* talassemia (principal -
mente em prematuros quando a concentracdo de Hb A ainda
pode estar abaixo do limite de deteccéo do método) e S/IPHHF
(PersisténciaHereditariade Hemogl obina Fetal) também po-
dem apresentar esse achado nostestes de triagem. Pode ocor-
rer, também, co-herancacom a o-talassemia.

Qualquer que sgja o fendtipo encontrado, todo recém-
nascido com resultado positivo paraadoencafalciformere-
guer encaminhamento médico, e uma nova amostra confir-
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Tabela 2. Resultados dos Testes de Triagem Neonatal para
Doenga Falciforme

FS Anemia Hemodlise e anemia
Falciforme SS moderada a grave
6-12 meses
FS S/ [ talassemia Hemodlise e anemia
moderada a grave
6-12 meses
FS S/PHHF Auséncia de hemodlise ou
anemia
FSAou FS S/ 3 talassemia Anemia discreta
(se A abaixo 2 anos
do limite de
detecgao
do método)
FSC Hemoglobinopatia Anemia discreta ou
SC ausente 2 anos
FSD-Punjab Hemoglobinopatia Anemia discreta a

SD moderada 2 anos

matéria deve ser analisada ap6s 0 sexto més de vida. Um
protocol o de acompanhamento incluindo medidas profil éticas
e educativas deve ser entdo instituido.

Os testes de falcizacdo (pesquisa de drepandcitos) e
de solubilidade sdo inadequados para o recém-nascido por
levarem a resultados falsos-negativos devido aos atos ni-
veisde hemoglobinafetal e aosbaixosniveisdahemoglobina
Spresentes nesta ocasi 0. Outros exames como hemograma,
reticulécitos, estudo familiar (estudo do sangue dos pais)
sdo Uteis na diferenciacdo diagnostica. Em alguns casos é
necessdria a utilizagdo de técnicas de biologia molecular.
Convém lembrar que o exame do sangue dos pais podera
gerar situacBes de exclusdo de paternidade e, muito raramen-
te, até de maternidade. Por isso, deve ser solicitado somente
apos esclarecimento deste fato a mée e, preferencialmente,
com termo de consentimento assinado.

O encontro exclusivo de Hb F no exame de triagem
pode ocorrer em criangas normais cujahemoglobinaA ainda
ndo se manifestou devido a prematuridade, bem como em
criangas com betatalassemiamajor ou outraformadetaas-
semia. Nesses casos, af astada a prematuridade, deve ser re-
alizado o encaminhamento médico. Os métodos de triagem
ndo permitem a deteccdo de criangas com beta talassemia
minor ou intermédia.

A hemoglobinopatia C homozigética (Hb FC) ou em
interacdo com a betatalassemia (Hb FCA) pode ser segura-
menteidentificadanatriagem neonatal tanto pelal EF quanto
pelo HPLC. Quanto as hemoglobinas D, o método de IEF
apresenta maior especificidade para os diferentes tipos de
Hb D, sendo o HPL C maislimitado nessaidentificagéo, per-
mitindo uma separacdo cromatograficaseguraapenasdaHb
D-Punjab. Nesses casos € muito importante a associacdo de
ambos os métodos.*° A hemogl obina E € pouco fregliente no
Nosso meio e 0 método de | EF permiteumaidentificagdo mais
seguraque o HPLC.%°
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Apesar de ambos os métodos poderem detectar ahemo-
globinaBart's (y,), um estudo comparativo utilizando técni-
casmolecularesaindando foi realizado paraumapadroniza-
¢do segura do diagnostico das o-talassemias. Até que isto
ocorra, 0s casos com elevadas concentragdes de Hb Bart's e
compativels com formas graves de a-talassemia, como ado-
enca da hemoglobina H, devem ser relatadas e encaminha-
das para consulta médica.

Resultados para os portadores de traco para as hemo-
globinas S (Hb FAS) e C (Hb FAC) podem ser liberados por
qualquer um dos métodos. Para os portadores de trago para
ashemoglobinas D (Hb FAD), E (Hb FAE) ou outravariante
desconhecida (Hb FAV), os resultados devem ser liberados
apos confirmagéo por ambos os métodos (IEF e HPLC), ne-
cessitando algumas vezes um estudo do sangue dos pais e
encaminhamento médico, bem como o uso de técnicas de
biologiamolecular quando disponiveis.

Diagnostico laboratorial ap6s o 6° més de vida

Como ja abordado, os recém-nascidos diagnosticados
atriagem neonatal como provaveis doentes falciformes de-
vem ser reavaliados | aboratorialmente apds 0 6° mésdevida,
e 0 estudo familiar deve complementar esta avaliacdo. Um
teste simples como a pesquisa de drepandcitos, emborain-
capaz de diferenciar os varios gendtipos, pode confirmar a
presenca da Hb S. A repeticdo da eletroforese confirma o
perfil hemogl obinico num melhor momento, ocasido em que
se aproxima do perfil do adulto. Nas interagcBes com S/j3°
talassemia e S/B* talassemia, a quantificagdo das hemo-
globinasA, efetal éfundamental parao diagnostico diferen-
cial com aanemiafalciforme, juntamente com aclinicae o
estudo familiar. Desta forma podemos considerar que, para
0s pacientes que nao foram submetidos a triagem neonatal e
para diagnostico diferencial entre as diferentes formas de
doenca falciforme, além dos sinais e sintomas clinicos, os
seguintes exames podem ser utilizados:

¢ Eletroforeseem pH acalino em acetato de celulose;
Eletroforese em pH acido em agar citrato ou gel de

agarose;

* |EF
HPL C (kit betatdl);
Pesguisa de drepandcitos €/ou teste de solubilidade;
Dosagem da hemoglobina fetal pela técnica de
desnaturacéo alcalinaou por HPLC (kit beta tal);

* Dosagem de hemoglobina A, por microcromato-
grafiaem colunaou por HPL C (kit beta tal);

* Hemogramacompleto (hematoscopia, VCM) ere-
ticulécitos;

* Estudo do sangue dos pais (estudo familiar).

A tabela 3 apresenta as principais caracteristicas |abo-
ratoriais de diferentes tipos de doengafal ciforme e do traco
falciforme apds o 6° mésdevida.
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Tabela 3. Achados hematoldgicos nas hemoglobinopatias ap6s o 6° més de vida

Diagnostico Gravidade Hb (g/dl) VCM (fl) Reticuldcito (%) Morfologia Eletroforese

clinica média (variagdo) | média (variacdo) | média (variagao) eritrocitaria Hb (%)

SS Moderada 75 93 11,0 Drepandcitos (+++) S: 80-90
a grave (6,0-9,0) (80-100) (4,0-30,0) Alvo (+) F:2-15
Eritroblastos (++) A2: <35

Leve a 11,0 80 3,0 Drepandcitos (+) S:45-55

SC moderada (9,0-14,0) (75-90) (1,0-6,0) Alvo (++) C: 45-55
F:0,2-7

S/ tal Leve a 11,0 73 3,0 Hipocromia (++) S: 55-75
moderada (8,0-13,0) (65-78) (1,0-6,0) Microcitose (+) A:15-30

Drepandcitos (0/+) F:1-20

Alvo (++) A2>35

S/ tal Moderada 8,0 69 8,0 Hipocromia (+++) S: 60-85
a grave (7,0-10,0) (64-74) (3,0-18,0) Microcitose (++) F:13-35

Drepandcitos (0/+) A2>35

Alvo (++)
AS Assintomatico Normal Normal Normal Normal A: 55-60
S: 38-45
A2 até 3,5
5. Serjeant GR. Screening for sickle cell disease in Brazil. Lancet
Abstract 2000;356:168-9.

Sickle Cell disease (SCD) is a genetic disorder of the hemoglobin,
with high prevalence in Brazil. It presents high morbidity and
mortality with early identification and treatment being necessary.
The recognition of this situation has made the diagnosis of SCD
mandatory through neonatal screening in Brazil. SCD Laboratorial
diagnosis in the neonate is based on the detection of S hemoglobin,
in preference, using IEF and/or HPLC techniques, which present
high sensitivity and specificity. These methods also allow the detection
of carriers traits and other variant hemoglobins. The main
phenotypic possibilities on SCD at birth are: Hb FS, Hb FSC, Hb
FSA and Hb FSD-Punjab. The child should be referred for medical
assessment independent of the phenotype found and the examination
being repeated after six months of life to confirm of the hemoglobinic
profile. Other complementary examinations may be necessary for
differential diagnoses of the different forms of the disease, such as
the measurement of Hb A, and Fetal Hb, as well as a study of the
family history. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(3):218-222.

Key words: Hemoglobin S; sickle cell disease; diagnosis; neonatal
screening.
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