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Estudo comparativo entre metodologias de triagem s
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para deteccao de hemoglobina S em bancos de sangue 20047

Comparative study between methods of screening for detection of hemoglobin S in the blood banks

Leticia Loi Giovelli'; Karina Danieli%;, Adriana Najai Bortolotto®; Aline Klein Mastella*;
Matrcia Pinarello Prior’; Simone Martins Castro® Carmen Julieta Arrua’; José Edson Paz da Silva®

IS resumo

Hemoglohina $ Introducéo: O traco falciforme é a presenca em heterozigose da hemoglobina S (HbS). A partir de junho
de 2004, por meio da RDC 153/04, tornou-se obrigatéria a triagem de hemoglobinas anormais em
doadores de sangue. Objetivo: O objetivo deste estudo foi a comparagdo de diferentes metodologias de
triagem utilizadas nos bancos de sangue para a deteccdo da HbS. Material e método: No periodo de
Teste de gel-centrifugagdo| abril de 2007 a abril de 2008, foram realizados trés métodos de deteccdo de HbS em 4.108 doadores de
sangue aptos que se apresentaram ao banco de sangue do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).
O estudo comparativo entre as metodologias incluiu os testes de solubilidade e de gel-centrifugacéo,

Trago falciforme

Teste de solubilidade

Eletroforese de
hemoglobina
tendo como referéncia de positividade a presenca de HbS na eletroforese de hemoglobina. Resultados:

Dos 4.108 doadores estudados, 23 (0,56%) apresentaram resultado positivo para HbS e dois (0,05%)
para HbC. Das amostras positivas para HbS detectadas por eletroforese qualitativa, 22 (95,6%) foram
detectadas pelo teste de solubilidade e 20 (86,9%) pelo de gel-centrifugacdo. Conclusao: A eletroforese
de hemoglobinas representou a melhor metodologia na identificacdo de hemoglobinas variantes e,
portanto, deve ser valorizada quando se trata de diagnéstico para triagens em bancos de sangue pelo seu
grau de sensibilidade, minimizando ao méximo os resultados falsos negativos e garantindo a qualidade
do sangue que estara sendo utilizado.

abstract IS

Introduction: The sickle cell trait is the presence of hemoglobin S (HbS) in heterozygosity. According to RDC | Hemoglobin S
regulation 153/04, abnormal hemoglobin screening has become mandatory in blood donation samples
since June 2004. Objective: The aim of this study was to compare different screening methods used in blood
banks for HbS detection. Material and method: From April 2007 to April 2008, three HbS detection methods | Solubility test
were applied in 4,108 suitable blood samples from the blood bank of the University Hospital of Santa Maria | gel-centrifuge test
(HUSM). The comparative study among the methods comprised solubility tests and gel-centrifuge (ID-HbS).
Furthermore, the positivity reference was the presence of HbS on hemoglobin electrophoresis. Results: Twenty-
three (0.56%) out of 4,108 samples showed positivity for HbS and two (0.05%) showed positivity for HbC.
Twenty-two (95.6%) out of 23 HbS positive samples determined through qualitative electrophoresis were
detected by solubility test and 20 (86.9%) were detected by gel-centrifugation test. Conclusion: Hemoglobin
electrophoresis proved the best method in the identification of hemoglobin variants and, therefore, worthwhile
when it comes to diagnostic screening in blood banks due to its high sensitivity, which keeps false-negative
results to a minimum and ensures blood quality.
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Hemoglobin
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Introducao

A anemia falciforme é uma das hemoglobinopatias mais
frequentes no mundo, sendo a sua causa uma mutacao
que afeta os genes beta localizados no brago curto dos
dois cromossomos 11, cuja consequéncia € a substituicao,
na posicdo 6, das duas moléculas de globina beta do ami-
noacido 4cido glutamico por valina. Com isso, origina-se
uma hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S
(HbS), ao invés da hemoglobina normal, denominada he-
moglobina A (HbA){ 21120,

O traco falciforme ou trago siclémico caracteriza o
portador de hemoglobina S, heterozigoto (HbAS), que ndo
apresenta a doenca nem possui anormalidades no nimero
e na forma das hemacias* ™. Os heterozigotos do gene da
HbS portadores do traco falciforme possuem um percen-
tual de hemoglobina anémala que varia de 22% a 45% da
hemoglobina total® ™. Estes portadores sdo geralmente
assintomaticos, ndo apresentam anormalidade fisica e sua
expectativa de vida é semelhante a da populacéo em geral®@.
Seus achados hematolégicos sdo aparentemente normais,
sem anemia, com niveis de hemoglobina variando de 13 a
15 g/dl e volume corpuscular médio (VCM) de 80 a 90 fL.
Embora o traco falciforme seja assintomético, hé relatos de
morte subita e complicacdes clinicas, especialmente quando
os portadores sao expostos a condi¢des extremas de baixa
tensao de oxigénio, como anestesia geral, mergulho, voo
em avides despressurizados e também na desidratacdo, em
esforcos fisicos extenuantes, infec¢es respiratorias graves,
insuficiéncia cardiaca respiratéria e episddios de acidose,
que podem levar a falcizacao das hemacias® 3 10 14.15.18.19),

Uma grande variedade de testes qualitativos e quantita-
tivos permite a deteccdo da HbS. Entre eles sao amplamente
conhecidos o teste de solubilidade e a eletroforese de he-
moglobinas, mas também alguns testes sdo comercializados
na forma de kit, como o teste em gel-centrifugacdo, da
Diamed ID-HbS. Outras técnicas quantitativas também tém
sido utilizadas, como eletroforese por focalizacéo isoelétrica
(IEF), cromatografia liquida de baixa pressdo (LPLC) e cro-
matografia liquida de alta performance (HPLC)® & 12.16:17,21),

Os portadores do traco falciforme sdo clinica e hemato-
logicamente saudaveis, portanto aptos a doagdo de sangue.
Assim, para aumentar a eficacia terapéutica das transfusdes
sanguineas, a deteccdo de HbS em doadores de sangue no
Brasil foi indicada pela Portaria n¢ 1.376, de 19 de novem-
bro de 1993®, mas a triagem das hemoglobinas anormais
nos doadores de sangue tornou-se obrigatéria a partir de
junho de 2004, de acordo com a Resolucdo de Diretoria

Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC/
ANVISA) n° 153/04),

Esta resolucdo veio ao encontro da necessidade de
melhorar cada vez mais a qualidade do sangue a ser trans-
fundido, o que evidencia sua relevancia; apesar disso, ela
ndo indica o método de diagnéstico de deteccdo que deve
ser realizado para seu cumprimento. Portanto, devido a
falta de uma padronizacdo nos bancos de sangue do Bra-
sil, torna-se muito importante a estandardizacdo de uma
técnica para a triagem de hemoglobinas variantes Assim, o
presente trabalho teve como objetivo comparar diferentes
métodos de triagem para a deteccdo de HbSs disponiveis
no mercado em doadores do banco de sangue do HUSM.

Metodologia

Amostra

No periodo de abril de 2007 a abril de 2008, foram
realizados trés métodos de deteccdo de HbS em 4.108
doadores de sangue aptos que se apresentaram ao banco
de sangue do HUSM.

As amostras de sangue foram colhidas por pungdo venosa
durante o processo de doacdo, em tubos com anticoagulante
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Essas amostras foram
utilizadas no laboratério de sorologia do banco de sangue
do HUSM para deteccdo de HbS e, depois, levadas para o
laboratério de pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O projeto foi
aprovado pelo CEP/UFSM 23081.015229/2006-95.

Materiais e métodos

As amostras de sangue dos doadores foram submetidas
paralelamente aos seguintes testes de triagem para HbS:
de solubilidade, de gel-centrifugacdo, que utiliza o kit
Diamed ID-HbS, e a eletroforese qualitativa em acetato de
celulose pH 8,514, Para a confirmacao da presenca da HbS
nos testes de triagem foi utilizada a eletroforese quantita-
tiva em gel de agarose pH 9,5 utilizando os reagentes da
CELMGEL-Hemoglobina Alcalina.

Resultados

Foram analisados 4.108 doadores de sangue pelos
métodos de solubilidade, gel-centrifugacdo Diamed ID-HbS
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e eletroforese alcalina qualitativa em fitas de acetato de ce-
lulose. Dos doadores estudados, 23 (0,56%) apresentaram
resultado positivo para a presenca de HbS e dois (0,05%),
resultado positivo para a presenca de HbC.

As amostras positivas para HbS e HbC foram detectadas
por eletroforese de hemoglobina qualitativa em fitas de
acetato de celulose pH 8,5 e confirmadas por eletroforese
quantitativa em gel de agarose pH 9,5. Das 23 amostras po-
sitivas para HbS, 22 (95,6%) foram detectadas pelo teste de
solubilidade e 20 (86,9%) pelo de gel-centrifugacdo. Uma
das amostras positivas para a HbS foi detectada somente
por eletroforese alcalina.

A frequéncia para a presenca da HbS nos doadores
de sangue pela eletroforese de hemoglobinas foi de 23
(0,56%); pelo de solubilidade, 22 (0,53%); e pelo teste
de gel-centrifugacdo, 20 (0,49%). O teste de solubilidade
apresentou 95,6% de sensibilidade e o de gel-centrifugacédo
Diamed ID-HbS, 86,9% quando em comparacao com a
eletroforese de hemoglobina, e ambos mostraram-se 100%
especificos (Tabela).

Desempenho dos testes de triagem
Tabela EEIERRIN]

Testes/HbS preHsllite aul-::gte

Eletroforese hemoglobina (0,22%) (93;2353%))
Teste de solubilidade (O,ég%) (92236%)
Teste de gel-centrifugacao (O,ig% ) (92'22?&)

HbS: hemoglobina S.

Discussao

Vérias metodologias de diferentes graus de sensibilidade
tém sido utilizadas para a detec¢do da HbS. Em nosso estu-
do, a eletroforese de hemoglobina foi capaz de detectar o
maior nimero de amostras positivas para o gene S. O teste
de solubilidade demonstrou boa especificidade e menor
sensibilidade, ndo sendo capaz de detectar uma amostra
positiva. Oshiro et al.'® compararam o teste de solubili-
dade, o de falcizacdo e o de gel-centrifugacdo mostrando
ndo haver discrepancia entre eles em 28 amostras de HbAS
analisadas de um total de 836 amostras de pacientes de
pré-natal estudadas. Prudéncio et al."” demonstraram resul-

tados 100% compativeis entre as técnicas de solubilidade e
de gel-centrifugacdo em 5.416 doadores de sangue, sendo
50 (0,92%) amostras com HbAS. Nesse mesmo estudo os
autores compararam as técnicas de solubilidade, gel-cen-
trifugacao e eletroforese de hemoglobina em 213 negros e
afro-descendentes e encontraram 18 (8,54%) portadores de
HbAS, sendo que esta amostra também apresentou 100%
de compatibilidade entre as técnicas.

Estudo de Surve et al.?" detectou, pelo teste de so-
lubilidade, 871 portadores de HbS dos 932 detectados
por HPLC e eletroforese; assim, a solubilidade mostrou
sensibilidade de 93,8% e especificidade de 100%. Apesar
da menor sensibilidade, varios autores recomendam o
teste de solubilidade ou gel-centrifugacdo como triagem
em massa por sua facilidade e seu baixo custo, mas com
confirmacéo dos resultados positivos por outros métodos
quantitativos. Sabe-se que o teste de solubilidade ndo apre-
senta boa sensibilidade para deteccdo da presenca de HbS
no periodo neonatal, especialmente nos recém-nascidos
(RNs) prematuros, uma vez que neste periodo ainda nao
houve a transicdo de HbF para hemoglobina do adulto®.
Além disso, Prudéncio et al.!” citam algumas condicdes que
podem causar resultados falsos positivos, como policitemia,
mieloma mdiltiplo, transfuséo recente e insuficiéncia renal
cronica, e falsos negativos, como baixa quantidade de he-
moglobina. Mas, como essas condi¢des contraindicam as
doacdes de sangue, elas ndo ocorreram em nosso estudo
e ndo seriam frequentes nos bancos de sangue.

Quanto ao teste de gel-centrifugacdo, houve trés
amostras com resultado falso negativo. Essa discordancia
no teste de gel-centrifugacdo deve-se provavelmente a
problemas no preparo do agente redutor, que requer
alguns cuidados quanto a reconstituicdo do liofilizado,
necessitando de dgua bidestilada e leve agitacdo por
inverséo, além de a estabilidade ser de apenas 2 horas
ap6s a reconstituicdo.

O estudo realizado por Balasubramaniam et al. avaliou
o kit da Diamed ID-Sickle Cell Test. Foram analisadas 131
amostras de sangue contendo hemoglobinas normais e
variantes (75 amostras contendo HbS) determinadas por
varias técnicas, como eletroforese alcalina e acida, HPLC e
teste de solubilidade. Os resultados do estudo mostraram
baixa sensibilidade do kit para detectar as amostras com
HbS, ndo recomendando o uso, a ndo ser que a melhora
do desempenho seja demonstrada.

A eletroforese de hemoglobina apresentou-se como
melhor método para deteccdo das hemoglobinas variantes,
inclusive detectando a HbC, que os outros dois testes ndo
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encontraram. Analisando os custos envolvidos, o preco por
exame para deteccdo de HbS pelo método de solubilidade
é bem menor em relacdo ao teste de gel-centrifugacao ID
HbS (Diamed) e a eletroforese de hemoglobinas. Além
disso, outras vantagens recairiam sobre o teste de solubili-
dade, como facilidade, praticidade e rapidez na execucéo,
estabilidade e durabilidade dos reagentes, e também ndo
necessitando de grandes investimentos em treinamento
de pessoal.

Apesar de a eletroforese de hemoglobinas ser um méto-
do que exige maior tempo para a execucdo e ter um custo
um pouco mais elevado, representou a melhor metodolo-
gia na identificacdo de hemoglobinas variantes, portanto
deve ser valorizada quando se trata de diagnéstico para
triagens em bancos de sangue pelo seu grau de sensibili-
dade, minimizando ao méaximo resultados falsos negativos
e garantindo a qualidade e a seguranca necessérias aos
processos transfusionais.
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