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RESUMO:

O diagndstico do traco falciforme é de suma importancia para fins de saude publica, pois
possibilita aos agentes de salde, estabelecer fundamentos de aconselhamento genético
da populagéo, diminuindo a incidéncia de novos casos do estado homozigoto da anemia
falciforme. O teste de falcizacdo e o teste de solubilidade sdo metodologias muito utiliza-
das como técnicas de diagndstico para a doencga falciforme. O presente estudo teve como
objetivo comparar estes dois métodos, visando estabelecer critérios de avaliagédo para a
sua utilizag@o na rotina pratica, através de um painel inter-observador. Nossos resultados
demonstraram uma perfeita correlacdo entre as duas técnicas o que corrobora com es-
tudos semelhantes anteriormente ja realizados. Com os resultados obtidos nas analises,
conclui-se que a escolha do emprego de uma ou outra técnica depende do tamanho da
rotina de trabalho, da demanda de cada laboratério e da necessidade ou ndo de um re-
sultado imediato. Assim, a avaliagdo destes fatores € que ir4 nortear a opgao pela técnica
adotada em cada local de trabalho, visto que ambos sdo muito Uteis e eficazes no diag-
néstico laboratorial da doenca falciforme.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca falciforme, teste de solubilidade, teste de falcizagéao.

ABSTRACT:

With the use of samples of blood donors previously diagnosed as carriers of sickle cell
trait (AS) by testing the solubility tests were performed sickling to detect the presence of
hemoglobin S. Sickling tests were examined by five observers in order to draw a profile
of the comparative effectiveness of two techniques in order to counter the strengths and
weaknesses and offer subsidies on the feasibility of such tests in laboratories
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1. INTRODUCAO

A escolha da metodologia laboratorial adequada para a identificacdo das hemo-
globinas humanas anormais depende da suspeita clinica para a sua maior eficacia,
sendo importante o conhecimento pelo laboratorista de suas reais aplicacées e pos-
siveis limitacoes. Sao ferramentas uteis de diagnostico, além da avaliagcao dos indices
hematimétricos; a eletroforese qualitativa de hemoglobina em acetato de celulose em
pH alcalino; a dosagem de hemoglobina fetal; o teste de falcizagcéo; o teste de solubi-
lidade para a hemoglobina S, entre outras técnicas uteis para o diagnostico das modi-
ficacOes estruturais da hemoglobina (LIMA, 1984; NALBANDIAN, 1971).

A hemoglobina S (HbS) é uma hemoglobina variante, decorrente da mutagcéo
pontual na posicao 6 do gene da cadeia globinica (glullval), com consequente al-
teracdo nas propriedades fisico-quimicas da molécula. A troca de aminoacidos que
resulta na HbS abala estruturalmente a molécula, pois se na Hemoglobina A(HbA), o
acido glutamico da posicao 6 da globina beta auxilia no afastamento das moléculas
desoxigenadas de hemoglobinas. A entrada da valina nesta posi¢cao favorece a po-
limerizacao sob condi¢cbes de baixo teor de oxigénio. Quando desoxigenada, a HbS
apresenta acentuada diminuicdo na solubilidade e agrega-se formando polimeros,
alterando a morfologia do eritrécito para a forma “afoicada” (ZAGO, 1999).

Os individuos heterozigotos (HbAS) s&o clinicamente e hematologicamente
saudaveis; ndo apresentando em geral anemia e muito menos drepanécitos na ex-
tensdo sanguinea. O crescimento e o desenvolvimento procedem normalmente, as
infeccbes ndo ocorrem com maior frequéncia do que na populacdo em geral e ndo
se observa nenhum aumento na freqiéncia de doencas dos 0ssos e das articulagdes
(LEE et al, 1998; POWARS, 1989).

O trago falciforme é uma das formas clinicas da doencga falciforme, sendo que
sua confirmacéo diagndstica depende da correta interpretacdo do hemograma, da
eletroforese de hemoglobina, do teste de falcizacao e de provas de solubilidade para a
hemoglobina anormal. As provas de solubilidade (precipitacdo da hemoglobina S em
meio redutor) ou o teste de falcizacao (exame microscopico dos eritrécitos submetidos
a desoxigenacao) sdo imprescindiveis para a confirmacéo do carater falciforme do
componente hemoglobinico, visualizado na corrida eletroforética (CORRONS, 1994;
LOUNDERBACK, 1974; PRUDENCIO,2000).

A fendbmeno da falcizagdo pode ser induzido por agentes que provocam uma
desoxigenacao quimica, como o metabissulfito de sodio, sendo assim, quando uma
solucao de metabissulfito é adicionada ao sangue total, e esta mistura € lacrada entre
lAmina e laminula, os eritrocitos contendo HbS se deformam. Por outro lado, o teste
de solubilidade, baseia-se no descréscimo da solubilidade da forma deoxi HbS. A he-
moglobina S é insoluvel e precipita-se em solugéo, tornando turva a solu¢ao contendo
ditionito de s6do (SCHNEIDER,1967; SERJEANT,1974; VERAS,1998)

Diante do exposto, o presente estudo buscou avaliar duas metodologias pro-
postas para a identificacdo da doenca falciforme, através de um painel inter-observa-
dor, tracando um perfil comparativo das duas técnicas.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 112 amostras do servico de Hemoterapia do Hemobanco
de Curitiba no Estado do Parana, previamente diagnosticadas como portadores do
traco falciforme pelo teste da solubilidade. Todas estas amostras foram submetidas ao
teste de falcizagcado para comparacéo das metodologias. Para a pesquisa da HbS de
cada doador, foram analisados amostras de sangue total colhido EDTA K3 como anti-
coagulante, utilizando-se o sistema de coleta a vacuo. As amostras foram mantidas a
4°C até o momento da realizag&o dos testes.

A metodologia do teste de solubilidade baseia-se na insolubilidade da HbS
quando em estado reduzido. Em solugbes de alta molaridade, a HbS é desoxigenada
e forma polimeros insoluveis que impossibilitam sua absor¢céo, sendo retido no papel
filtro.

Para a realizagdo desta técnica, foi preparado um tampéo fosfato com 13,59
de KH,PO, (anidro); 23,72g de K,HPO, (anidro); 1,0g de saponina P.A. e 100 mL de
H,O. No momento da realizagéo dos testes foi adicionado 0,1g de ditionito de sodio
em 10 mL da solugao tampao. Foram transferidos 200 pL da solugao de trabalho em
uma placa com fundo em U e, em seguida, foram adicionados 10uL de sangue total.

Depois de passados cinco minutos, fez-se a dispensacao de 10 pL do conteudo
de cada orificio em papel filtro e foi observada uma precipitacdo em forma de botao
central com halos mais claros nos bordos nos testes positivos, enquanto nos testes
negativos percebeu-se uma distribuicdo homogénea do sangue no papel filtro.

O teste de falcizac¢éo foi realizado a partir da prepara¢ao de uma lamina com 50
WL de sangue total e 100 pL de solugdo de metabissulfito de sodio a 2%. Apos colocar
a laminula, suas margens foram seladas com esmalte e a lamina foi colocada em uma
placa de Petri umida. Este teste foi submetido a um painel inter-observador. O teste
de falcizacéo foi realizado por cinco observadores, todos farmacéuticos e bioquimicos
com no minimo dois anos de experiéncia em hematologia, que atuam no setor de
Hematologia do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Evangélico de Curitiba.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A HbS é uma das alteracbes hematoldgicas hereditarias de maior freqiiéncia na
populacéao brasileira, com nitidas diferengas regionais. Devido a esta alta incidéncia, o
uso de técnicas sensiveis e de execucgao pratica se faz necessario na rotina dos labo-
ratorios de analises clinicas para a deteccao desta hemoglobinopatia (NAOUM, 1987).
O traco das células falciformes raramente esta associado a manifestagdes clinicas
ou hematologicas de significado. Os individuos néo tém anemia e a morfologia das
hemacias € normal, na extensao sanguinea raramente sao visualizados drepandcitos.

O diagndstico laboratorial das hemoglobinopatias falciformes baseia-se princi-
palmente na separacgao eletroforética, onde o tragco das células falciformes é caracter-
izado por um padréo eletroforético contendo HbA e HbS. Para diferenciar a HbS de
hemoglobinas n&o falciformes é necessario o uso de testes complementares como o
teste de falcizacao ou o teste de solubilidade.

No presente trabalho, nés comparamos dois métodos de triagem para a melhor
identificacéo do portador do traco falciforme (HbAS), visando estabelecer um melhor
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protocolo dentro da rotina laboratorial para o diagnostico desta freqiente alteracao
genética.

Todos os pacientes participantes do trabalho sdo doadores de sangue, por-
tadores da associacao da hemoglobina A e S (traco falciforme), do Servico de He-
moterapia do Hemobanco de Curitiba, triados no referido Servigo através do teste
de solubilidade. Estas amostras foram submetidas ao teste de falcizacéo por cinco
observadores do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Evangélico de Curitiba.
Os resultados dos testes utilizados no trabalho estdo descritos no anexo 1.

Em estudo comparativo dos resultados obtidos pelo uso de eletroforese de he-
moglobina em acetato de celulose, teste de solubilidade e teste de falcizagéo, Hicks
(1973) relatou as diferentes sensibilidades e especificidades de cada método citado.
Os resultados indicaram uma sensibilidade de 97% com uma especificidade de 99,9%
para o teste de falcizagcao; 98,9% e 100% para o teste de solubilidade. A eletroforese
apresentou sensibilidade e especificidade de 100% no referido estudo. Os autores
também apresentam dados referentes ao percentual de falso positivos e falso nega-
tivos de cada técnica. Para o teste de falcizacao, teste de solubilidade e eletroforese,
os percentuais de falso negativos foram 3%, 1% e 0% respectivamente. J& os percen-
tuais de falso positivos foram 0.07% para o teste de falcizagcdo e 0% para os demais
testes. Neste trabalho, ficou evidenciada a maior sensibilibilidade da eltroforese de
hemoglobina sobre os outros dois estes.

O teste de solubilidade foi avaliada por Surve (2000) como teste de triagem
para a doenca falciforme. A sensibilidade da técnica encontrada foi de 93,8% e es-
pecificidade de 100%, com valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo negativo
de 96,7%, demonstrando ser um teste muito confiavel para a detec¢cao dos estados
homozigotos e heterozigotos da doenca falciforme.

Em nosso trabalho, apés finalizadas as analises, verificou-se que tanto o teste
de falcizacédo quanto o teste de solubilidade obtiveram o mesmo numero de positivi-
dade e eficiéncia. Nossos resultados, corroboram com outros estudos (SURVE, 2000;
HICKS, 1973), que demonstram que nos aspectos de reprodutibilidade, sensibilidade
e especificidade, tanto o teste de falcizagdo quanto o teste de solubilidade sdo muito
semelhantes.

O teste de falcizagéo, onde sob baixa tensdo de oxigénio os eritrocitos con-
tendo hemoglobina S tomam forma caracteristica de foice, & um teste de custo muito
baixo e com alta sensibilidade e especificidade, porém depende integralmente de uma
pratica cuidadosa para a confeccao da lamina a ser analisada e de experiéncia do ob-
servador para emitir o resultado. Outro ponto negativo desta técnica é o tempo levado
para se obter um resultado, que, ao contrario do teste de solubilidade, ndo é imediato,
sendo necessario o aguardo de no minimo uma hora. O teste de solubilidade é um
teste de facil execucao, rapido e que ndo necessita de treinamento nem experién-
cia para a avaliagao dos resultados. A tabela 1 oferece elementos explicativos sobre
os testes analisados, confrontando os principais aspectos a serem considerados na
pratica laboratorial.

Apesar dos resultados idénticos, as duas técnicas apresentam diferentes as-
pectos de execucgao e interpretagcdo, o que pode indicar o uso mais apropriado de
uma em relacdo a outra. O teste de falcizagdo necessita de uma certa experiéncia do
observador, e visto que em nosso trabalho, todos os observadores tinham no minimo
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dois anos de experiéncia, estudos com enfoque diferente poderiam demonstrar re-
sultados diferentes do nosso trabalho. Outro aspecto a ser evidenciado, € de que o
resultado do teste de solubilidade é imediato e muito especifico para a hemoglobina
S, diferentemente do teste de falcizacao, que necessita, em alguns dos casos, de 24
horas para a sua definicdo, o que &€ um aspecto negativo para esta técnica.

TABELA 1.0 — Comparacao entre as técnicas utilizadas no estudo.

Teste de solubilidade Teste de falcizagao
Experiéncia do analisador N&o é necessaria E necessaria e imprescindivel
Resultado Imediato Em até 24 horas

Facil, nao requer
experiéncia. possibilidade | Necessita de cautela e pratica. é

Execucao da técnica de executar um grande necessario que cada teste seja
numero de testes de uma realizado de cada vez.
Unica vez.

4. CONCLUSAO

Ambos os testes sdo sensiveis, especificos e apresentam um baixo custo, mas
a grande diferenga entre eles esta na execucéo da técnica, onde o teste de solubili-
dade se apresenta indiscutivelmente mais facil e rapido. Com os resultados obtidos
nas analises, conclui-se que a escolha do emprego de uma ou outra técnica depende
do tamanho da rotina de trabalho, da demanda de cada laboratério e da necessidade
ou nao de um resultado imediato. Assim, a avaliacao destes fatores € que ira nortear
a opcao pela técnica adotada em cada local de trabalho, visto que ambos sdo muito
uteis e eficazes no diagndstico laboratorial da doenca falciforme.
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