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RESUMO

A anemia falciforme é uma doenca de carater genético, ocasionada pela mutacdo no
cromossomo 11, onde ocorre a substituicao do acido glutamico por valina, na posicao
6 da cadeia B, resultando na formacao de hemoglobina S, eritrocitos sem conteudo de
hemoglobina, o que leva a perda de funcdo por hipdxia, apresentando uma morfologia
semelhante a uma “foice’, o que caracteriza a doenca Falciforme. O diagnostico realiza-
do pelas técnicas da Biologia Molecular ajuda na compreenséo dessa patologia de modo
preciso e especifico. Esse estudo teve por objetivo realizar uma revisédo de literatura de
carater descritivo explicativo das técnicas utilizadas no diagnostico dessa enfermidade.
Através da abordagem indireta, com pesquisas nas bases de dados disponiveis em plata-
formas virtuais, foi possivel inferir os principais métodos disponiveis para o diagnostico,
sendo eles: Triagem Neonatal, Teste de Falcizacao, Teste de Solubilidade, Eletroforese de
Hemoglobina, Reacdo da Cadeia de Polimerase (PCR), PCR em Tempo Real e Cromato-
grafia Liquida de Alta Performance. Portanto, os avancos para tratamento e diagnostico
vém se aprimorando cada vez mais, na tentativa de precocemente detectar os pacientes
com a mutacdo genética e lhes proporcionar uma melhor qualidade de vida.
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ABSTRACT

The Sickle cell anemia is a disease of genetic character, caused by the muta-
tion in chromosome 11, where the substitution of glutamic acid for valine oc-
curs in position 6 of the B chain, resulting in the formation of hemoglobin S,
erythrocytes without hemoglobin content, which leads the loss of function by
hypoxia, presenting a morphology similar to a “sickle”, which characterizes Sickle
cell disease. The diagnosis made by Molecular Biology techniques helps to un-
derstand this pathology in a precise and specific way. The objective of this study
was to carry out a literature review with a descriptive character explaining the
techniques used in the diagnosis of this disease. Through the indirect approach,
with researches in the databases available in virtual platforms, it was possible
to infer the main methods available for diagnosis, such as: Neonatal Screening,
Falcization Test, Solubility Test, Hemoglobin Electrophoresis, Polymerase Chain
Reaction (PCR), Real-Time PCR and High Performance Liquid Chromatography.
Therefore, advances in treatment and diagnosis have been steadily improving in
an attempt to detect patients with the genetic mutation early and provide them
with a better quality of life.

KEYWORDS

Sickle cell anemia. Molecular biology. Diagnosis. Neonatal screening

1 INTRODUCAO

De acordo com a Biologia Molecular, a Anemia Falciforme caracteriza-se
por uma mutacdo no cromossomo 11, que resulta na substituicdo do acido glu-
tdmico por valina, na posi¢cdo 6 da cadeia B, ocasionando a formacédo de hemo-
globina S. Eritrocitos com esse conteudo de hemoglobina perdem suas fungdes
por hipoxia e apresentam a forma caracteristica de “foice”’, dai o nome da doenca
falciforme (NUZZO, 2004).

Descrita pela primeira vez em 1910 por James B. Herrick, acomete indi-
viduos de raizes africanas, porém a patologia ndo é restrita a tal raca. Possui
grande prevaléncia na populacdo brasileira. Sendo encontrada principalmente
em individuos negros, visto o processo de miscigenacdo que surgiu no inicio da
colonizacédo do Brasil, tendo como consequéncia a disseminacao na populacédo
dos genes anormais (REIS et al., 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que aproximadamente
1.900 criancas nascam todos os anos no Brasil com Anemia Falciforme. De acor-
do com o Ministério da Saude, a doenca € incidente em 2% a 6% da populacédo
residente nas regides do pais, na qual a sua maioria portadora, sdo individuos
de origem afrodescendente, 6% a 10% dessa etnia tem a alteracdo genética, no
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Nordeste temos 3% da populacdo e 3,5% dos Pernambucanos com a patologia,
devido a alta taxa de mortalidade, tem grande relevancia sobre a area clinica, he-
matoldgica, bioquimica, genética, antropoldgica e epidemioldgica (GUIMARAES,
2009).

No Brasil, devido as altas taxas de prevaléncia da Anemia Falciforme, o
diagnostico passou a ser obrigatorio em todos os estados da Federacdo. A partir
de, 2001, foi criado o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) junto com
a triagem do hipotireoidismo congénito, da fenilcetonuria e da fibrose cistica.
Portanto, observa-se a importancia do diagnostico precoce e da relevancia para
a saude publica (FERRAZ; MIRAO, 2007).

Por meio da Biologia Molecular, a Anemia Falciforme pdde ser melhor
compreendida, pois essa area das ciéncias naturais permitiu buscar respostas
genéticas para inumeras patologias em nivel molecular, alia-se ainda a investi-
gacdo de milhares de micro-organismos que colocam em risco a saude da po-
pulacdo (NETO, 2003).

O diagnostico molecular investiga os achados hematologicos nas hemo-
globinopatias, principalmente, por meio da eletroforese, uma técnica de baixo
custo, execucado simples e de interpretacdo facil. Em recém-nascidos, a doenca
geralmente € assintomatica por isso € necessario uso das técnicas mais sensiveis
de deteccado, usando como abordagens eletroforéticas (FERRAZ, 2007).

Devido a alta taxa de miscigenac¢édo encontrada no Brasil, a Anemia Falcifor-
me é a doenca genética de alta prevaléncia no pais, sendo assim um problema
de saude publica, por isso € necessario que haja uma precocidade no diagnos-
tico dessa patologia, para que sejam consideradas medidas preventivas, melho-
rando a qualidade de vida dos portadores dessa enfermidade, contribuindo no
sucesso da terapéutica. A Biologia Molecular inova e desenvolve novas técnicas
com especificidade e sensibilidade para obtencéo rapida de um diagnostico pre-
ciso. Portanto, é interessante que haja um estudo para analisar e compreender as
técnicas, avaliando o melhor método de escolha para o diagnostico da Anemia
Falciforme.

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1 COLETA DE DADOS

A pesquisa foi de carater descritivo da literatura cientifica e explicativa com
abordagem indireta, na qual foram coletados artigos nas plataformas virtuais Google
académico, Scielo, portal Capes, Bireme, Biblioteca da Faculdade Integrada de Per-
nambuco e sites relacionados a saude, no periodo de janeiro a julho de 2017 Como
descritores foram utilizados: Técnicas de Biologia Molecular, Anemia Falciforme,
Doenca Falciforme, Avancos da Biologia Molecular.
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2.2 ANALISE DE DADOS

Da pesquisa bibliografica foram analisados os dados com uma abordagem ana-
litica para melhor proficiéncia do conteudo.

2.3 ESTATISTICA

Os dados estatisticos obtidos por meio da literatura serdo utilizados a partir de
uma codificacdo e tabulacdo para a construcdo de graficos e tabelas para melhor
compreensao da tematica abordada.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme pode ocasionar varios tipos de sintomas em indivi-
duos portadores dessa enfermidade, como crises vasoclusivas, precipitadas por
infeccdo, acidose, desidratacdo e desoxigenacdo; crises de sequestro visceral,
ocasionadas por deformacéo falciforme dos eritrocitos e retencdo do sangue em
orgaos,; crises aplasticas, causada principalmente por deficiéncia de folato; e, a
mais famosa, crise hemolitica, caracterizada por aumento do ritmo de hemolise
com queda de hemoglobina e aumento de reticulose.

Os achados laboratoriais mais comuns sdo hemoglobina baixa, entre 6 e 9
g/dl, eritrocitos falciformes e atrofia esplénica, exames de triagem dao positivos
quando o sangue ¢ desoxigenado; High Performance Liquid Chromatography
(HPLC), em portugués, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ou Eletroforese de
Hemoglobina, Hb F (Hemoglobina Fetal) em torno de 5 a 15% (HOFFBRAND, 2013).

As varias formas de apresentacao clinica dos pacientes portadores de ane-
mia falciforme, em diferentes localidades do mundo, variando de formas leves,
quase assintomaticas, as formas incapacitantes ou com alta taxa de mortalidade,
tém sido motivos de curiosidade para inumeras fontes de pesquisas a muitos anos.
Assim como mostra a (FIGURA 1), ocorre uma substituicdo da base nitrogenada
timina (T) por adenina (A), ocasionando a substituicdo do aminoacido, acido glu-
tadmico por valina, na posicao seis da cadeia B, a polimerizacdo da hemoglobina S
(HbS) e a falcizacdo das hemacias sdo extremamente bem conhecidas.

As variacdes das condicdes climaticas, sociais, econdmicas e de cuida-
dos médicos contribuem para esta diversidade, mas ndo explicam todo o seu
contexto (NETO, 2003). Os glébulos vermelhos em forma de foice nédo circulam
adequadamente na microcirculacado, resultando tanto em obstrucdo do fluxo
sanguineo capilar como em sua propria destruicdo precoce. Este mecanismo
fisiopatologico acarreta graves manifestacdes clinicas, com maior frequéncia
apos os trés meses de idade (SERJEANT, 1999).
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Figural — Alteracdo genética do cromossomo 11, nos casos de anemia falciforme.
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Fonte: Reis (2010).

Durante os seis primeiros meses de vida, esses individuos sdo geralmente assin-

tomaticos devido aos altos niveis de hemoglobina F (GOMEZ-CHIARI, 2003). O gene
da hemoglobina S € um gene de alta frequéncia em toda a América, e no Brasil € mais
frequente nas Regides Sudeste e Nordeste (BANDEIRA et al,, 1999).

A analise do DNA por eletroforese se baseia no principio de que a molécula de

DNA possui sua carga negativa, tendo vista seus valores em pH neutro ou alcalino,
quando o0 mesmo fica imerso em gel e submetido a um campo elétrico, tende a migra
ao polo positivo, por atracdo das forcas opostas, atribuida pela corrente elétrica, po-
dendo ser diversificada, de acordo com a velocidade variada, dependendo do tama-
nho da molécula (CORREA, 2016) como é mostrado na Figura 2 a variacdo dos pontos,
marcados pela corrida em gel.

Figura 2 — Eletroforese em pH alcalino (acetato de celulose) e pH acido (agar citrato)
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Fonte: Ferraz (2007).

Ciéncias Biolégicas e de Saude Unit | Facipe | v.3 | n. 2 | p. 33-46 | Novembro 2017 | periodicos.set.edu.br



38 | Cadernos de Graduacio

Geralmente as células sanguineas voltam ao normal apos oxigenacdo, no en-
tanto, a perda de oxigénio constante causa lesbes na membrana dos eritrocitos mais
sensiveis, a forma de foice acaba, persistindo apesar de uma elevacdo maior dos ni-
veis de oxigénio (SILVA, 2011).

4 DIAGNOSTICO

O diagnostico dessa hemoglobinopatia € bastante complexo, por isso um
diagnostico precoce € importante para um tratamento mais completo. Os exames
mais utilizados para a determinacdo dessa patologia sdo: Hemograma, Teste de
falcizacdo, Teste de Solubilidade, Eletroforeses, Focalizacdo Isoelétrica, Imunoen-
saio, Diagnostico em Neonatos, dosagem de Hemoglobina Fetal e Hemoglobina
A2 (NOGUEIRA, 2013).

Pessoas que apresentam tracos de anemia falciforme séo individuos saudaveis,
apenas herdaram um gene infectado de um dos pais e outro gene perfeitamente
normal, porém caso esse individuo gere filhos com outra pessoa que também tenha
tracos da anemia podera gerar descendentes doentes, visto a possibilidade de trans-
missdo do gene multado ao neonato (AAFESP, 2007).

O traco falciforme é muito incidente no Brasil, afeta de 6 a 10% da populacdo
negra e 1% da populacédo geral, devido a alta miscigenacao, sendo maior nos estados
da Regido Nordeste (FIGURA 3), principalmente, na Bahia onde ha maior presenca de
individuos negros (GUIMARAES, 2010).

Figura 3 — Tracos de anemia falciforme
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Fonte: Silva (2011).

O diagndstico laboratorial se baseia na deteccdo da hemoglobina S, que devem
seguir o conjunto de normas metodologicas preconizadas pelo Ministério da Saude.
Pode iniciar-se com base em um eritrograma, que revela a anemia grave, acompa-
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nhado de analise da morfologia eritrocitaria na extensdo sanguinea corada, geral-
mente com presenca de drepandcitos (FIGURA 4) (MURAQ; FERRAZ, 2007).

Figura 4 — Eritrograma com presenca de drepanocitos

Fonte: Vilela (2017).

A alteracéo fisiopatologica do eritrocito gera a sua destruicdo precoce e a obs-
trucdo do fluxo sanguineo nos capilares, gerando, por sua vez, graves manifestacdes
clinicas como: vaso-oclusdo, necrose da medula 6ssea, sindrome toracica aguda,
problemas esplénicos, hemolise etc., entretanto durante os seis primeiros meses de
vida, o individuo n&o apresenta sintomas, ja que esse ainda apresenta altos niveis de
HbF (BRUNETTA et al,, 2010).

A portaria do Ministério da Saude n2822/01, ‘compreende
a realizacdo de triagem neonatal para fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito, doencgas falciformes, outras
hemoglobinopatias e fibrose cistica, confirmando e
identificando os casos diagnosticados (BRASIL, 2001, p. ?).

A contagem de reticuldcitos (eritrocitos jovens) elevada é uma caracteristica
comum nos processos hemoliticos, juntamente com a elevacao da bilirrubina indire-
ta (OLIVEIRA; NETO, 2004).

4.1 DIAGNOSTICO PRE-NATAL PELO DNA

Em1985, foi desenvolvida uma técnica que permitiu um avan¢co na medicina
molecular, assim como no estudo da genética, o bioquimico americano Kari Mullis
(Nobel de Quimica de 1993), foi o autor da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
a primeira aplicacao foi feito em um estudo para deteccdo num diagnostico pré-natal
de Anemia Falciforme (PENA, 2008), porém os estudos da Biologia Molecular neste
ramo tiveram inicio em 1978, com Yuet Wai Kan e Andree M. Dozy, que mostraram
a diferenca na sequéncia de bases nitrogenadas na estrutura do gene que codifica a
cadeia beta da hemoglobina (BRASIL, 2015).
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Atualmente, o DNA é obtido por amostras de vilosidades coridnica ou células
do liguido amnidtico, em seguida é usada uma das seguintes técnicas: reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando principalmente sondas de consenso, que am-
plificando todos os alelos na fita de DNA, seguido de digestéo restritiva para detectar
um alelo em particular, na qual a enzima Ddel detecta a alteracdo nas bases A-T.

E a técnica gap PCR, usando marcadores florescentes e analise dos fragmentos
em sequenciador automatico com base capilar, detecta pequenas mutacdes e de-
lecdes pontuais ou Diagnostico Genético por Implantacdo, que consiste em apos o
primeiros filho, sugere maior probabilidade de que os proximos também sejam aco-
metidos, com isso utiliza-se de um método sem interrupcao da gestacao, feito por
fertilizagcdo in vitro, sdo removidas duas células no terceiro dia do blastdbmero, que
sdo estudas e as mutacdes podem ser identificadas por PCR, entédo sdo selecionados
blastdbmeros ndo infectados para implantacao, claro que este protocolo deve, sobre-
tudo ver consideracdes éticas para execucado (HOFFBRAND, 2013).

Em 2001, o Ministério da Saude instituiu o Programa Nacional de Triagem Ne-
onatal (PNTN). A triagem para a HbS foi incluida neste programa, além da fenilceto-
nuria e do hipotireoidismo, como as doencas falciformes nao apresentarem caracte-
risticas clinicas precoces. Assim, a triagem neonatal para a HbS, também conhecido
como “teste do pezinho’, tem o objetivo de diagnosticar precocemente as doencas
falciformes, que habitualmente nao tem sinas e sintomas nos primeiros meses de
vida, sendo de grande importancia a realizacdo dos testes no periodo neonatal para
que possa haver a intervencdo necessaria (ALMEIDA et al,, 2006).

Para o “teste do pezinho’, o ideal é que a amostra de sangue seja colhida entre
48 horas e sete dias apds 0 nascimento, sendo aceitavel até o 30° dia, a inclusdo das
hemoglobinopatias encontra a justificativa em sua alta frequéncia na populacéo bra-
sileira (MENDONCA et al,, 2009).

4.2 TECNICAS DA BIOLOGIA MOLECULAR

As diversas técnicas utilizadas para o diagnostico da HbS possuem pecu-
liaridades no fornecimento de dados, que fundamentardo com segurancga o
diagnostico da anemia falciforme.

4.2.1 Teste de Falcizagdo

Essa técnica consiste em colocar a hemacia a ser pesquisada, sob baixa
concentracdo de oxigénio, tomando forma caracteristica de foice, por meio
da solucdo de metabissulfito de sodio a 2%. Apos ser adicionado o metabis-
sulfito ao sangue da ldmina, ocorre uma vedacao entre a ldmina e a laminula
por meio de esmalte, onde o0s eritrocitos que contém a hemoglobina S irdo se
deformar apds algumas horas. E um teste menos indicado, por ndo caracteri-
zar o0s genotipos e devido ao tempo de até 24 horas que sdo necessarios para
obtencéo do resultado. Por ser um teste de baixa sensibilidade € necessaria a
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utilizacdo de técnicas de Biologia Molecular, por serem métodos mais precisos
e especificos (ZANATTA; MANFREDINI, 2009).

4.2.2 Teste de Solubilidade

Teste que se baseia na insolubilidade da desoxihemoglobina S, ja que hemo-
globinas normais s&o soluveis. E utilizado com frequéncia como triagem em emer-
géncias ou como teste confirmatdrio para HbS, entretanto ndo tem boa sensibili-
dade no diagnostico em recém-nascidos prematuros, pois 0s seus eritrocitos ainda
nao sdo HBF (hemoglobina fetal) para hemoglobina adulta podendo apresentar um
resultado falso positivo (FERREIRA, 2015; ZANATTA; MANFREDINI, 2009).

4.3 ELETROFORESE DE HEMOGLOBINA

A Eletroforese da Hemoglobina ¢é utilizada como um diagnostico pré-natal para
identificar os diversos tipos de hemoglobinas que podem ser encontradas no sangue.
A técnica da eletroforese se baseia na migracdo de ions de acordo com o campo elé-
trico, as proteinas sdo carregadas negativamente e migram por atracéo eletroestatica
para o polo positivo (FERREIRA, 2015).

A eletroforese de acetado de celulose € o método muito utilizado pelos labo-
ratorios, por ser um metodo barato de rapida execucado e analise, sendo utilizado
como procedimento inicial de triagem principalmente nos primeiros meses de vida
(FERREIRA, 2015).

A eletroforese de agar Citrado € a técnica mais utilizada, feita em Ph acido o que
ajuda na identificacédo de varios tipos de hemoglobinopatias entre elas Hb A, Hb F, Hb
S, Hb C. Entretanto esse tipo de eletroforese ndo consegue diferenciar as Hb D e o Hb
(ZANATTA; MANFREDINI, 2009).

4.4 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)

O diagnodstico da anemia falciforme pode ser feito por meio da PCR convencio-
nal — cPCR e PCR em tempo real (RT-PCR). A PCR € um exame qualitativo que detecta
o gene. RT-PCR é um método quantitativo e € uma técnica desenvolvida por meio da
evolucdo da cPCR, sendo uma técnica altamente especifica, porém devido a seu alto
custo ambos ainda ndo se popularizaram no diagnostico da doencga (ANVISA, 2002;
ALMEIDA, 2009). O progresso dessa técnica se decorre da sua simplicidade e rapidez
na obtencéo dos resultados (PROVAN; GRIBBEN, 2000).

As alteracdes genéticas identificadas por esse metodo incluem: dele¢cdes que
removem parte do grupamento do gene da globina p e mutacdes de ponto que ge-
ram codons nonsense e missense, mMRNA instaveis e splicing anormais resultando
no decréscimo da sintese proteica, auséncia ou anormalidade estrutural de uma das
subunidades da globina (ZANATTA; MANFREDINI, 2009).
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45 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

E uma técnica da Biologia Molecular que permite a exclusdo de anomalias
da Hemoglobina de forma rapida, sendo um meétodo adequado para separacado de
espécies idnicas e macromoléculas. A HPLC tem a quantificacdo de Hb A2, Hb F Hb
A, Hb S, Hb C e triagem para variantes (FERREIRA et al,, 2015)

A técnica de HPLC ultiliza colunas e bombas para atuar na alta presséo. A analise
de hemoglobina pela HPLC tem a vantagem de conseguir analisar hemoglobinas va-
riantes, sendo um teste de excelente qualidade para a analise das hemoglobinopatias
e as talassemias (ZANATTA; MANFREDINI, 2009).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Entre linhas gerais, foi possivel perceber que a anemia falciforme tem grande
relevancia no ponto de vista cientifico, os avancos para tratamento e diagnostico vém
se aprimorando cada vez mais, na tentativa de precocemente detectar os pacien-
tes com a mutacdo genética e lhes proporcionar uma melhor qualidade de vida. Os
testes apresentados no texto, sdo muito eficientes para ajudar com a descoberta da
doencga, fazem a anamnese minuciosa do aspecto clinico da patologia € coagi com o
meéedico, para prognostico de grande eficiéncia, ja que crises dolorosas podem debili-
tar os pacientes. Abrir caminhos e novas hipoteses de estudo para a anemia falcifor-
me e um dos grandes desafios para tratar os enfermos, estes que precisam da ajuda
dos profissionais de saude para preservar sua perspectiva de vida e bem-estar social.
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