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RESUMO

As doencgas falciformes sdo um conjunto de anemias hemoliticas desencadeadas
pela presenca de hemoglobina S em homozigose (a anemia falciforme), dupla
heterozigose ou em interagdo com as talassemias. Sao caracterizadas por grande
variabilidade clinica. Este trabalho teve por objetivo a avaliagdo dos marcadores
laboratoriais do hemograma, reticulograma e eletroforese de hemoglobinas, e sua
correlacéo clinica de 33 pacientes com doencas falciformes atendidos no Hemocentro
do Maranhdao (HEMOMAR) e no Hospital Universitario do municipio de Sao Luis
(HUUPD). Do total de amostras analisadas, 28 foram de portadores de anemia
falciforme e 5 de pacientes com talassemia falciforme. Dos 28 pacientes falcémicos,
19 foram considerados clinicamente estaveis (grupo A) e 9 como clinicamente
instaveis (grupo B). Em relagdo ao sexo, 13 (46,43 %) foram do sexo feminino e 15
masculino (53,57 %). Dezessete pacientes (60,71 %) da amostra eram da faixa etaria
de 0 a 11 anos e onze (39,29 %) acima dos 11 anos. Os pacientes com anemia
falciforme revelaram maior variagdo nos niveis de hemoglobina fetal (CV = 60,7%)
que os portadores de talassemia falciforme (CV = 31,3 %). Houve forte associacao
entre os niveis de hemoglobina fetal e a estabilidade clinica, revelando que os
portadores de anemia falciforme com maiores niveis de hemoglobina fetal tendem a
ser mais estaveis. Pacientes falcémicos com menos de 11 anos de idade tiveram
maiores niveis de hemoglobina fetal € menor propenséao a instabilidade clinica que os
maiores de 11 anos. A distincdo entre os sexos nao teve associacdo com a
estabilidade clinica dos pacientes estudados. A diminuicdo do VCM, da HCM, do
CHDW, o elevado % de microcitos e a auséncia de eritrocitos com mais de 120,0 fl de
volume, se revelaram fortes marcadores da talassemia falciforme. O nivel de Hb,
RDW, CHDW e HDW, principalmente o HDW, demonstraram forte correlagdo com os
niveis de hemoglobina fetal nos pacientes com anemia falciforme e podem ser
utilizados na pratica laboratorial na avaliagao clinica destes pacientes. Os pacientes
com anemia falciforme, com instabilidade clinica mais acentuada, tendem a ter
maiores contagens de reticulécitos que os mais estaveis.

Palavras-chave: Anemia falciforme. indices hematimétricos. Reticuldcitos.
Eletroforese de hemoglobina.
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ABSTRACT

Sickle cell diseases are a set of Hemolytic anemia triggered by the presence of
hemoglobin S in homozygous (a sickle cell anemia), double heterozygosity or in
interaction with the thalassemias. They are characterized by large clinical variability
This study aimed to the evaluation of laboratory markers of blood, and
electrophoresis reticulograma of hemoglobin, and its clinical correlation of 33 patients
with sickle cell disease seen at Hemocentro of Maranhao (HEMOMAR) and the
University Hospital in Sao Luis (HUUPD). The total of samples, 28 were carriers of
sickle cell anemia and 5 of patients with S B thalassemia . The 28 sickle cell
patients, 19 were considered clinically stable (Group A) and 9 as clinically unstable
(Group B). Regarding gender, 13 (46.43%) were female and 15 male (53.57%).
Seventeen patients (60.71%) were the group of age 0 to 11 years and eleven
(39.29%) over 11 years. Patients with sickle cell anemia showed greater variation in
levels of fetal hemoglobin (CV = 60.7%) that the carriers of S B thalassemia (CV =
31.3%). There was a strong association between levels of fetal hemoglobin and
clinical stability, revealing that the carriers of sickle cell anemia with higher levels of
fetal hemoglobin tend to be more stable. Sickle cell patients less than 11 years of
age have higher levels of fetal hemoglobin and less prone to clinical instability that
the largest of 11 years. Distinction between male and female had no association with
the stability of the clinic patients. Decrease of MCV, the HCM, CHDW, the high % of
micro cells and the absence of red cells with more than 120.0 fL of volume, have
proved strong markers of S 8 thalassemia . Level of hemoglobin, RDW, CHDW and
HDW, mainly the HDW, showed strong correlation with the levels of fetal hemoglobin
in sickle cell anemia patients and can be used in laboratory practice in clinical
evaluation of these patients.Sickle cell anemia patients, with stronger clinical
instability, tend to have higher counts of reticulocytes that the most stable.

Keywords: Sickle cell anemia. Hematologycal parameters. Reticulocytes.
Electrophoresis of hemoglobin.



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 —

LISTA DE TABELAS

Niveis das fracdes de hemoglobinas dos pacientes com anemia
falciforme (HbSS) e dos pacientes com talassemia falciforme
(HbS/ beta tal), as diferencas entres 0S grupos .............cceeeeeunnnees
Valores dos indices do hemograma dos pacientes falcémicos e
dos pacientes com talassemia falciforme e as diferencas entre
OS GIUPOS .uettieeeeeeeeesttreeeeeeeasasseeeaaaeesasnaeeeeesaaaasnsseeaeeseansnraneeaeeas
Valores dos indices do reticulograma dos pacientes falcémicos e
dos pacientes com talassemia falciforme e as diferengas entre
OS GIUPOS .eeeteeeeeeeeeesstreeeeeeeasasseeeaaaeesassreeeeessaannseseaeeeennnraneaaeeas
Niveis das fracdes de hemoglobinas dos pacientes com anemia
falciforme e as diferencas entres os grupos A (pacientes
estaveis) e B (pacientes inStAveis) ......coooveciiee i,
Perfil do hemograma dos pacientes com anemia falciforme e as
diferengas estatisticas entre os indices do hemograma dos
grupo A (pacientes estaveis) e grupo B (pacientes instaveis) ......
Perfil reticulocitario dos pacientes falciformes dos grupos A
(estaveis) e B (instaveis) e as diferencas significativas entre os
indices desSes OIS GrUPOS ...coeeeiiuuuiiiiieeeeiieeee e e e
Correlagdo entre os valores dos niveis de hemoglobina fetal
(HbF) versus os valores hematol6gicos do hemograma nos
pacientes portadores de HbSS ...,
Niveis das fracdes de hemoglobinas dos pacientes com anemia
falciforme por faixa etaria e as diferencas entres o grupo de
pacientes com idade menor que 11 anos e o grupo com idade
ACIMA AE 11 @NOS ..

29

30

31

32

33

34

35



Tabela 9 -

Tabela 10 —

Tabela 11 —

Tabela 12 —

Tabela 13 —

Valores do hemograma dos pacientes com anemia falciforme
por grupos de faixa etéria e as diferencas entre os grupos ..........
Valores dos indices do reticulograma dos pacientes com anemia
falciforme por grupo faixa etéria e a diferengcas entre os
MMESIMIOS eeieeeiiiittieieeeeeeisrteeeeeeesaasaeeeaeeaaasseeeeeesaasnssneeeeessanneneeeeeaans
Niveis das fracdes de hemoglobinas dos pacientes com anemia

falciforme por sexo e as diferengas entres 0s grupos ..................

Valores do hemograma dos pacientes com anemia falciforme
por grupo masculino e feminino e as diferencas significativas
d0oS INAICES ENIE 0S SEXOS ..evvviiiiiiiiiiiiee e ereeeeeee e e e
Valores do reticulograma dos pacientes falcémicos por sexo e
as diferencas desses indices pelo sexo dos pacientes ................

36

37

37

38



SUMARIO

1 INTRODUGAO .....cooviiieceeeeeeeeeeee ettt an e naeaens
2 OBUETIVOS ...t e e e
2.1 GErAl ... ———————————————
2.2 ESPECITICOS ...ooiiieiiee e
3 MATERIAL E METODOS ........oooveeeeeieeeeeeeeeee et
3.1 AMOSTIA ... ————
3.1.1  Critérios de NA0 INCIUSA0 .......ccoeeeiiiiieeiiiee e

3.1.2  Coleta da amOSIaA .......uueeiiiiiiiiiiiieiee e
3.2 Dados ClINICOS .........coooiiiiiie e
3.3 Hemograma completo ...
3.4 Deteccao da hemoglobina S ...,
3.4.1 Eletroforese de hemoglobina ...
3.5 Analise estatistica .................ccccei i,
4 RESULTADOS ...ttt a e e e e eeaeeenns
5 DISCUSSAD ...ttt sseen
6 CONCLUSAO ..ottt

REFERENCIAS oo e e,



1 INTRODUCAO

As doencas falciformes englobam um grupo de anemias hemoliticas
hereditarias que tém em comum a presenca de hemoglobina S (HbS) nos eritrécitos
(LOBO, 2007). A anemia falciforme é a mais comum das variantes graves de
hemoglobina, e resulta da substituicdo do aminoacido acido glutamico por valina na
posicdo 6 da cadeia B da parte protéica da hemoglobina, a globina (NAOUM,
2000a).

A hemoglobina normal do ser humano €& denominada de HbA. Esta
presente em elevadas concentracdes nos eritrocitos apos o0s seis meses de vida
pos-uterina, mantendo-se em elevadas concentracdes por toda a vida do individuo.
Ela é composta por dois pares de cadeias polipeptidicas: a2/B2 (figura 1). A
distribuigcdo proporcional das diferentes hemoglobinas nas hemécias do individuo a
partir deste periodo fica assim definida: HoA = 96 a 98%; HbA, = 2,5 a 3,5 %; e HbF
=0a 2% (UDA et al., 2008).

Cadeia

Beta —

v 2 " g K
Cadeia ; Cadeia
Alfa Alfa

Fonte: Uic (apud BEIGUELMAN, 2006)

Figura 1 — Estrutura em 3D da Hemoglobina A, duas cadeias tipo beta e duas cadeias tipo alfa



A anemia falciforme e as talassemias representam as formas hereditarias
mais comuns de anemia hemolitica. As talassemias resultam da sintese parcial ou
da sintese incompleta de cadeias alfa ou de cadeias beta globinas ocorrendo
defeitos quantitativos nas hemoglobinas. Embora a anemia falciforme e as
talassemias sejam diferentes, fisiopatologicamentes as manifestacées bioquimicas e
clinicas sdo semelhantes (KENNE et al., 2007).

O defeito ganético das doencas falciformes pode ocorrer em estado
homozigoto (Bs, Bs), heterozigoto (Ba, Bs) e dupla heterozigose com a associagao
de outras variantes da cadeia 3 da globina tais como hemoglobinas C e D (HbSC e
HbSD) ou com talassemias B (HbS-talassemia). O gene falciforme (gene S) pode
estar associado com variantes da cadeia alfa e com diferentes formas de
talassemias beta (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 2007).

A alteracdo estrutural da molécula de hemoglobina de pacientes com
anemia falciforme provoca uma alteracdo na carga elétrica da hemoglobina que em
estado de desoxihemoglobina inicia o processo de agregacao (NAOUM, 2000a).
Acontece entdo a formacao de cristais alongados (tactoides) levando a forma de
foice dos eritrocitos. A diminuicdo da deformidade é responsavel pelos fendmenos
de oclusédo vascular tipicos da doenca (figura 2). Quando reoxigenados os eritrocitos
falcizados podem voltar a forma bicéncava normal, mas este fenémeno torna-se
irreversivel apos repetidas oxigenacoes e desoxigenacoes (RIVERA, 2007).

Os episddios de vaso-oclusdo sao caracteristicos das doencas
falciformes, gerando dor isquémica, de intensidade variavel, geralmente, intensas,
com recorréncias imprevisiveis, que podem iniciar-se aos 6 meses de idade e durar
a vida toda (ANGULO, 2003). Sdo responsaveis pela maioria dos casos de
atendimentos de emergéncia e hospitalizacdo, assim como pela ma qualidade de
vida dos pacientes acometidos. Internagdes freqlientes resultam em elevada
mortalidade (LOUREIRO; ROZENFELD, 2005).

Outros fatores que contribuem para o fendmeno da falcizacao sao a baixa
na temperatura que causa vaso-constricdo e a diminuicdo do pH sanguineo. A
falcizagdo resulta em aumento da viscosidade do sangue facilitando a estase e
oclusdo vascular, culminando em infarto. O encurtamento da vida média dos
eritrécitos falcizados leva ao quadro de anemia hemolitica, além da acado de
mondcitos e macréfagos sobre os eritrécitos tornados foice (os drepandcitos) que
tem tendéncia em se aderirem as células endoteliais (BUNN, 1997).
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Figura 2 — Indugéo do afoigamento eritrocitério pela polimerizagao da desoxi-Hb S (BUNN, 1997)




A variabilidade clinica da anemia falciforme é influenciada por fatores
genéticos que modificam a expressao da doenca (COSTA et al., 2006). A utilizacao
de marcadores laboratoriais como nivel de hemoglobina F (HbF) tem se mostrado
importante na avaliacdo prognédstica do paciente com anemia falciforme. Estudos
mostraram que a anemia falciforme associada a concentragdo de HbF aumentada
apresenta sintomas mais leves (FIGUEIREDO, 2007 a; UDA, 2008)

A HbF como outras hemoglobinas de mamiferos consiste em quatro
cadeias polipeptidicas, duas a e duas y (a2y2) . A cadeia a € idéntica & da molécula
de Hb A, que é formada por uma seqliiéncia de 141 aminoacidos , e a y, como a 3,
consiste em 146 aminoacidos. A concentracdo de Hb fetal no sangue de uma
pessoa com idade superior a seis meses € menor que 2,0%. A concentragdo de HbF
pode estar aumentada em varias condicbes genéticas ou adquiridas (SETTY, 2001).
Entretanto, as principais situagbes em que o nivel de HbF estd elevado sdo a
persisténcia hereditaria de Hb Fetal (PHHF), as diversas formas de talassemias beta
e as doencas falciformes. Em todos os casos as alteracées hematoldgicas avaliadas
laboratorialmente sao diferentes (FATHALLAH; ATWEH, 2006).

A HbF é produzida pelos genes da globina y e esta restrita a um pequeno
contingente de eritrécitos de adultos normais. Nos pacientes com anemia falciforme,
os eritrécitos contém em média até 20% de HbF e por volta de 80% de HbS. Sabe-
se hoje que a presenca de HbF pode alterar os sitios de contato entre as moléculas
de HbS de tal maneira que a formagdo do polimero fica prejudicada, com
consequente reducao no processo de falcizacdo (FIGUEIREDO, 2007 a; SETTY,
2001).

O aumento de HbF causada por situacao adquirida se deve especialmente
ao uso de determinadas drogas (LEMSADDEK, 2003). O aumento da HbF na
anemia falciforme se mostra favoravel hematologicamente, pois nesta interacao
HbSS/HbF pode haver inibicdo da polimerizacago da HbS e também o
desencadeamento da falcizacdo dos eritrocitos (GARNER, 1998; DEBAUN; FIELD,
2007; QUINN, 2007).

A HbF tem efeito protetor sobre a HbS. A sua elevacdo resulta em
reducdo compensatéria da HbS (a2B2 S), para manter a concentracao intracelular
da hemoglobina total. Além disso, os tetrameros da HbF (a2y2) se dissociam em



dimeros e podem formar hibridos mistos com os dimeros da HbS (a2BSy)
(FATHALLAH; ATWEH, 2006).

Machado (2007), recomenda o uso de hidroxiuréia ou transfusdes crénicas
em todos os pacientes com hipertensdao pulmonar. Essas intervencées também
podem levar a uma melhora sintomatica, jAa que tendem a elevar o nivel de
hemoglobina fetal e hemoglobina total circulante e, conseqglentemente, a
capacidade carreadora de oxigénio (KLINGS, 2006).

O aumento do numero de leucdcitos totais com aumento de granulécitos
indica um prognéstico ruim para o paciente portador de anemia falciforme. Os
granuldcitos interagem com as células falcizadas e as células endoteliais sdo
estimuladas a liberarem citocinas (NAOUM, 2000 b). As plaquetas ativadas liberam
trombospondina, que promove a adesdo das células falciformes as células
endoteliais. Os reticulécitos que sao prematuramente liberados da medula éssea nas
doencas hemoliticas apresentam ligantes adicionais que facilitam interagdes entre
as células falciformes e a células endoteliais (FOURCADE; BELAOUNI, 1999;
NAOUM, 2001).

A presenca de uma populacao substancial de células bastante densas é o
resultado do dano a membrana induzido pela polimerizagcdo, o que leva a uma
desidratacdo aumentada (COSTA et al., 2006). A célula irreversivelmente falciforme
resulta desse processo no qual a célula mantém seu formato de foice caracteristico
mesmo apds completa oxigenacao e nao ter a formacao de polimeros (BRUNIERA,
2007). Como a taxa de polimerizacgdo da HbS desoxigenada depende da
concentracdo de hemoglobina, células SS densas tornam-se mais facilmente
distorcidas e rigidas, isso contribui desproporcionalmente para o aspecto hemoliticos
e vaso-oclusivos da doenca. Tal acelerada desidratacdo in vivo é a consequéncia
fisiopatoldégica mais relevante da lesdo da membrana da heméacia SS (RIVERA,
2007).

Na crise aguda de sequestracdo esplénica, ha o acumulo repentino de
sangue dentro dos sinusoéides esplénicos, com acentuado aumento do 6érgao,
declinio na concentracdo da hemoglobina e elevacdo dos reticulécitos (ANGULO,
2003). E uma complicacdo grave da doenca falciforme, com risco de morte imediata
devido a queda brusca e intensa do nivel de hemoglobina e da possibilidade de

choque hipovolémico. Ocorre geralmente em criancas menores de 5 anos € em



adolescentes com talassemia falciforme (SS/B talassemia), que persistem com
esplenomegalia (BUCHANAN, 2007).

Os pacientes com HbSS sdo os mais gravemente afetados, seguidos
pelos pacientes com talassemia falciforme. Aqueles com doenca de HbSC tendem a
ter um desenvolvimento mais benigno da doencga (ZAGO, 2001). Os pacientes HbSS
e S/B0talassemia sao transfundidos com maior freqiéncia dos que os pacientes SC
ou S/B+talassemia (NAOUM, 2000a). A transfusdo pode ser necessaria em
pacientes com anemia falciforme, para repor o volume sanglineo perdido por
hemorragia, sequiestro esplénico ou para aumentar a capacidade de carrear o
oxigénio como nas exacerbacdes da anemia (ANGULO, 2003).

Ha evidéncias de que a doenca falciforme ja era conhecida pelos negros
da Africa desde 1670. Em 1904, James B. Henrrick foi o primeiro a notar hemacias
em forma de foice no sangue de um estudante de medicina em Chicago. Em 1949,
descobriu-se que a hemoglobina dos pacientes com anemia falciforme tinha uma
variacdo no campo elétrico e mobilidade eletroforética, diferente da hemoglobina
normal (WEATHERALL et al., 1989; RUIZ, 2007).

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 5% da
populacdo mundial é portadora do gene para hemoglobinopatias, e a cada ano
nascem aproximadamente 300.000 individuos com hemoglobinopatias. Desses,
cerca de 200.000 casos de anemia falciforme ocorrem na Africa (RODRIGUEZ-
ROMERO, 1998; CANCADO ; JESUS, 2007) .

De acordo com a triagem neonatal, estima-se que nascem, no Brasil, por
ano, 3,5 mil criancas vitimas da doenca falciforme, dados dos estados que aderiram
ao Programa de Triagem Neonatal, que inclui o exame que detecta doenca
falciforme no teste do pezinho. Os falcémicos também tém a vida encurtada. O
periodo mais critico vai até os cinco primeiros anos. O indice de mortalidade em
criangas que nao sao diagnosticadas e tratadas precocemente chega a 25%. Entre
as que recebem tratamento adequado, o indice cai para 2,5%. Segundo dados de
1996, a expectativa de vida de um portador de anemia falciforme no Brasil € de 18,6
anos (CANCADO ; JESUS, 2007).

Segundo Ministério da Saude, quase 13 mil pacientes com anemia
falciforme estdo cadastrados no Sistema Unico de Salude (SUS). Seguindo a
prevaléncia genética da populagéo, as estimativas apontam para a existéncia de 30
mil a 50 mil pessoas com a doenca, em todo o pais. Para cada 35 pessoas que



nascem no Brasil, uma registra tracos de anemia falciforme. No Maranhdao ha um
falcémico para 1,4 mil nascidos vivos, o mesmo indice para Minas Gerais e
Pernambuco, esse indice aumenta no Rio de janeiro, sendo um para cada 1,2 mil e
na Bahia onde ha um falcémico para cada 500 nascidos vivos (BRASIL, 2007).

Hoje se considera de enorme significado a inclusdo da eletroforese de
hemoglobina nos testes de triagem neonatal representando grande importancia no
reconhecimento da relevancia das hemoglobinopatias em nosso pais. Apontam-se
como pontos principais o diagnostico e tratamento precoces no aumento da
sobrevida e na melhora da qualidade de vida das pessoas com anemia falciforme,
estas devem ser acompanhadas em Centros de Referéncia especializados com
atendimento multidisciplinar e multiprofissional (CANCADO; JESUS, 2007).

As principais causas de mudancas na pratica da moderna hematologia
sdo os avancgos tecnoldgicos que influenciam no diagnéstico laboratorial e nos
procedimentos terapéuticos de algumas patologias, destacando-se a anemia
falciforme, hemofilias e leucemias (NAOUM, 2001).

O estudo dos haplétipos é extremente Util para detectar diferencas
genéticas entre os alelos de globina presentes me diferentes mutacbes que
codificam alteracdes da sintese da molécula da hemoglobina. No caso do gene da
Beta globina , os segmentos alterados se encontram no brago largo do cromossomo
11 nas regides flanqueadoras do gene (RODRIGUEZ-ROMERO, 1998).

Estudos realizados com técnicas de biologia molecular tém relacionado os
haplétipos com o nivel de gravidade ou benignidade da anemia falciforme, que
indiretamente estao relacionados com a concentragéo de Hb Fetal e interacdo com a
talassemia alfa (POWARS, 1993).

Algumas caracteristicas genéticas tém grande importancia na gravidade
clinica da doenga, pois determinam a concentragéo intracelular de HbS. A elevada
concentracdo de HbS € essencial para que a polimerizagdo se inicie e se propague
rapidamente, provocando a falcizacéo e os fenébmenos celulares que desencadeiam
as lesodes tissulares (KOCH, 2000). Assim, gendtipos que produzem uma menor
concentracéo de HbS ou uma elevacao de HbF (que nao interage com as moléculas
de HDbS) dificultam a polimerizacdo e a falcizagcdo, reduzindo a gravidade e
intensidade das manifestacdes clinicas. Por esses motivos, 0 quadro é mais grave
na anemia falcifome e na S/BOtalassemia sem niveis muito elevados de HbF (ou
seja, HbF < 10%), enquanto os quadros mais leves sdo aqueles com elevacao da
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HbF e S/B+talassemia (SETTY, 2001). Nestes ultimos pacientes ocorre a produgéo
de HbA que, embora em menor quantidade do que a HbS, é suficiente para inibir a
formacao de polimeros (NASCIMENTO;SILVA,2005; KENNE et al., 2007).

As elevacoes de HbF tém um papel muito importante para modular o
quadro das doencas falciformes (FIGUEIREDO, 2007a). Os niveis de HbF em
adultos sdo determinados geneticamente, a presenca de alelos que determinam
ligeiras elevagdes de HbF sdo comuns e ndo sdo associados a manifestacoes
clinicas, mas, quando presentes em um individuo com doenga falciforme, provocam
uma elevacado de HbF maior do que a habitual na doenca (SETTY, 2001). Também
existem formas de persisténcia hereditaria de HbF heterocelular, mais raras, mas
que podem se associar a doenca falciforme (NAOUM, 2000a; FIGUEIREDO, 2007 b)

Como conseqiiéncia do papel inibitério que a HbF exerce sobre o
processo de falcizacdo, reduzindo a gravidade das manifestagcdes clinicas,
desenvolveu-se uma busca ativa de drogas que reativassem a sintese de HbF no
periodo pos-natal (NAOUM, 2000b). Essa busca levou a descoberta do efeito
terapéutico da hidroxiuréia na doenca, e a investigacdo de numerosos outros
compostos em fase experimental. Embora o efeito terapéutico da hidroxiuréia
provavelmente compreenda outros fenébmenos, como a modificagdo das moléculas
de adesdo de hemacias, granulécitos e plaquetas, e a reducdo da producdo de
granuldcitos, participantes diretos dos fendmenos inflamatérios da doenca, seu
efeito elevando a HbF é muito consistente (LEVASSEUR, 2004; UDA, 2008).

A evidéncia do beneficio clinico da hemoglobina fetal na doenga falciforme
advém da observacdo que pacientes portadores de anemia falciforme das regides
da Arabia Saudita e india, que comumente apresentam HbF em alta concentracéo,
apresentam manifestagdes clinicas mais brandas e anemia menos intensa
(WINSCOAT et al., 1985; BUNN, 1997; SERTEJANT, 2007;). Outra evidéncia advém
do fato de que a criangca produz a HbF até a idade de 4 a 6 meses, por iSSO as
manifestacdes clinicas s6 irdo comecar a surgir apds a diminuicdo da HbF (KOCH,
2000).

A relacdo entre haplotipos HbS, niveis de HbF e gravidade clinica da
anemia falciforme é muito complexa, além da influencia dos niveis de HbF e da
interacdo com talassemia alfa nas diferentes populagdes africanas-base da
dispersao do gene HbS- ocorreu também a miscigenagdo entre os diferentes
haplétipos (FATHALLAH; ATWEH, 2006). Assim, especialmente no Brasil, as
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pessoas com anemia falciforme apresentam predominio de haplétipos heterozigotos,
com prevaléncia de 59,4% do haplétipo CAR (Bantu), 39,4% de Benin e 1,2% de
Senegal (NAOUM, 2000 a). Essa distribuicao reflete muito bem a proporcéo de
escravos africanos de diferentes regides trazidos ao Brasil durante o periodo de
tréfico de escravos (FLEURY, 2007).

Os haplétipos da regido dos genes de globina B tém um papel importante
na determinacdo da gravidade da doenca, em parte pelo menos por influenciar o
nivel de HbF (RODRIGUEZ-ROMERO, 1998). Assim, o haplétipo Senegal, raro no
Brasil, est4 associado a niveis mais elevados de HbF, enquanto o haplétipo Arabe-
Indiano, que n&o ocorre no Brasil, tem os niveis mais elevados de HbF, e
corresponde a forma mais benigna de anemia falciforme, oligossintomatica ou
assintomatica (FIGUEIREDO et al., 1996).

O diagnéstico da anemia falciforme parte de um eritrograma que revela
anemia grave, com presenca de drepandcitos, reticulocitose, elevacao da bilirrubina
indireta e da LDH e clinica caracteristica. A diferenciagdo da anemia falciforme das
demais doencas falciformes séo realizados obrigatoriamente com a eletroforese em
pH alcalino e em pH acido em gel (OLIVEIRA, 2004; CHINELATO-FERNANDES;
DOMINGOS, 2006).

A verificacdo de alteragdes no gene S deve ser necessaria incluir
procedimentos que permitam o encontro de suas formas mais comuns, segundo o
US Departament of Health and Human Services, a saber: HbAS, HbSS, HbSC e
interacdes com as talassemias, também no que diz respeito a identificacdo do gene
C (NAOUM, 2000 a; TELLEN, 2000; ZAMARO, 2002).

O diagnéstico da anemia falciforme também é baseado nos achados do
hemograma, que apresentam anemia normocrémica e normocitca, reticulocitose,
presenca de corpos de Howell-Jolly nos eritrécitos, eritroblastos orto e
policromaticos, além de hemécias falcizadas, leucocitose, plaquetose, elevagcédo de
bilirrubinas e nos achados de hemoglobina S em niveis de 85 a 100%
(VERRASTRO, 1998).

A quantidade de reticulécitos no sangue indica a velocidade de producéo
de eritrocitos viaveis na medula éssea. Normalmente, os reticulécitos passam de 2 a
3 dias na medula 6ssea e 1 dia no sangue periférico, quando entdo sua carga de
hemoglobina se completa, isto &, ficam normoconcentrados (CHCM normal) e

tornam-se eritrécitos maduros. Grandes elevagcbes dos niveis séricos de



eritropoetina (EPO) exceto nas deficiéncias associadas de algum dos fatores
essenciais para uma eritropoiese eficiente, promovem aumento da producédo de
reticulécitos na medula e sua saida prematura para o sangue (OLIVEIRA, 2007).

Os eritrécitos vivem cerca de 120 dias na circulagao, os reticuldcitos, por
sua vez, circulam como tal, por apenas 1 dia na circulagdo, ou no maximo, por 3 a 4
dias, quando liberados precocemente pela medula éssea, induzida por elevados
niveis de eritropoetina circulante. Por tal motivo, € muito mais facil e precoce avaliar
o perfil de uma populacao de células que se renova a no maximo 3 a 4 dias ao invés
de ter que aguardar, pelo menos 1/3 de 120 dias (40 dias) para que o perfil de uma
determinada anemia se altere em decorréncia de uma terapia especifica, ou se faca
notar para a caracterizagdo morfoldégica e seu diagnostico através dos perfis
hematimétricos (indiceshematimétricos) do eritrograma (MEZZOMO, 2007;
MORESCO, 2003; OLIVEIRA, 2007).

Hoje, sem duvida, a contagem automatizada do hemograma, incluindo-se
novos indices hematimétricos derivados da tecnologia do laser, tais como, além dos
ja conhecidos volume corpuscular médio (VCM) e amplitude da distribuicdo dos
eritrocitos (red cell distribution width; RDW), a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média a laser (CHCM direta), a hemoglobina corpuscular média a laser
(HCM a laser), a variacdo da CHCM dos eritrécitos (HDW) e variagcdo da HCM dos
eritrécitos (CHDW), bem como o reticulograma automatizado se tornam um
poderoso recurso para o diagnostico diferencial e a monitorizacao terapéutica de
uma anemia (HOFFMANN, 2007; OLIVEIRA, 2007). Especificamente, a contagem
de reticulécitos na avaliacdo da resposta a terapia de uma anemia carencial € mais
sensivel em relacdo as avaliacbes do hemograma posto que os reticulocitos sédo
células com tempo de vida média bem menor que o dos eritrocitos, de modo que seu
perfil muda de maneira mais rapida que o perfil de eritrocitos maduros (OLIVEIRA,
2007).

A contagem automatizada de reticulécitos € de extrema importancia na
avaliagdo da maturacao eritroide. Alguns tipos de contadores do mercado, como o
ADVIA 120 da Bayer-Siemes, detém a tecnologia do scater de luz laser e podem
determinar a concentracdo de hemoglobina célula por célula. Os reticul6citos séo
diferenciados dos eritrocitos maduros apds prévia mistura com oxazina 750 que é
especifica para RNA mensageiro presente no reticulécito. A avaliacao simultadnea do
VCM, VCM ret., CHCM laser, CHCM ret laser, percentual de células microiticas,
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percentual de células macrociticas, percentual de células hipodensas, percentual de
células hiperdensas em eritrdcitos e em reticuldcitos pela automagédo € uma maneira
muito precisa para estudo das mudancas celulares durante a maturacao eritréide
normal e nos diferentes tipos de anemias (OLIVEIRA, 2007).

Tao importante quanto diagnosticar, € poder prognosticar e tomar
decisbes terapéuticas especificas para uma determinada doenca. A anemia
falciforme é uma patologia grave cuja evolucao clinica difere bastante entre seus
portadores. A caracterizagdo de novos marcadores em pacientes com anemia
falciforme, correlacionados a heterogeneidade clinica da doenca, pode servir de
base para o diagnéstico diferencial de doencas falciformes, bem como parametro de
prognostico para a severidade de cada paciente. Assim, esta estratificacao podera
contribuir para adog¢ao de uma conduta clinica mais especifica, caso a caso.

A caracterizacao, além do perfil eletroforético das hemoglobinas, de outros
marcadores laboratoriais nos eritrocitos e reticulécitos de portadores de anemia
falciforme é uma forma de estudo de baixo custo, altamente precisa, rapida, e que
pode se mostrar Util na avaliacdo da evolugao clinica particular de cada paciente.

Nao ha estudos clinicos na populacao de falcémicos no Brasil utilizando
certos indices hematimétricos baseados na densidade interna de hemoglobina nos
eritrécitos e reticuldcitos, tais como: a hemoglobina corpuscular média laser (HCM
laser), concentracdo de hemoglobina corpuscular média laser (CHCM laser),
variacao da CHCM (HDW) e variacao da HCM (CHDW), bem como das fracoes de
reticuldcitos. Deste modo, a caracterizacao do perfil destes referidos indices, e sua
correlacdo com a estabilidade clinica dos pacientes com doencas falciformes,
podera dar subsidios mais sélidos para conduta clinica diferenciada entre portadores
desta patologia. A implantacdo de novas técnicas que vao além do diagndstico,
podem permitir medidas profilaticas e aumentar a qualidade de vida, diminuindo a

morbimortalidade de uma doenca tdo grave quanto a anemia falciforme.

2 OBJETIVOS



2.1 Geral
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Avaliar marcadores laboratoriais no diagndstico e prognéstico de

pacientes com doencas falciformes.

2.2 Especificos

a) estabelecer o perfil das fracbes de hemoglobinas dos pacientes com
doencas falciformes em nosso estado;

b) caracterizar o perfil do hemograma e reticulograma automatizados em
pacientes com doencas falciformes;

c) estudar se ha associacao entre os niveis de hemoglobina fetal e
hemoglobina A, com a estabilidade clinica dos pacientes com anemia
falciforme;

d) determinar se a idade e 0 sexo possuem alguma associacdo com o
prognéstico dos pacientes com anemia falciforme;

e) definir quais dos parametros do hemograma e reticulograma
automatizados podem servir de marcadores especificos no diagnéstico
diferencial das doencas falciformes;

f) estabelecer quais dos parametros do hemograma e reticulograma
automatizados podem servir de marcadores especificos no prognédstico

e na estabilidade clinica de pacientes com anemia falciforme.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra

Nosso estudo foi descritivo, no qual foram incluidas 33 amostras,

selecionadas por conveniéncia, de pacientes de ambos 0s sexos, com idade entre 2



e 39 anos, que estavam em acompanhamento nos servicos ambulatoriais de
hematologia da Supervisdo de Hematologia e Hemoterapia do Maranhao
(HEMOMAR) e do Hospital Universitario Unidade Presidente Dutra (HUUPD) em
Sao Luis, Maranhao, como doentes falciformes.

Dos 33 pacientes avaliados, 28 foram confirmados pacientes com anemia
falciforme, mas 5 foram diagnosticados como portadores de talassemia falciforme
(HbS / [talassemia).

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario conforme Parecer n? 111/2008. Todos o0s pacientes ou seus
responsaveis assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme
CNS, Resolucdo n® 196 de 10/10/96.

3.1.1 Critério de nao inclusiao

Nao foram incluidos na pesquisa os pacientes que receberam transfusao
sanguinea nos trés ultimos meses que antecederam o momento da coleta para os

testes laboratoriais.

3.1.2 Coleta da amostra

Coletou-se 5 ml de sangue de cada um dos pacientes em tubo vacutainer
com anticogulante EDTA, das quais uma amostra foi usada para o hemograma
completo, contagem automatizada de reticulcitos e para as eletroforeses de
hemoglobina em gel pH alcalino e em gel pH acido e a outra para extracado de DNA,
em estudos ainda a serem desenvolvidos.

3.2 Dados clinicos

A evolugéo clinica dos pacientes com anemia falciforme foi realizada pelo
Servico de Hematologia Clinica do HEMOMAR e HUUPD, sob responsabilidade da
médica hematologista, Prof¢ MS Sénia Maria Pereira Cruz. A avaliagao clinica, sexo,



e data de nascimento foram dados obtidos com a analise dos prontuarios dos
pacientes.

Dos 28 pacientes detectados como portadores de anemia falciforme, 19
foram considerados estaveis. Foram os pacientes que chegaram ao servico do
ambulatério de hematologia do HEMOMAR ou do HUUPD para consultas de rotina,
ou para realizar coleta para exames laboratoriais, os quais formaram o grupo A.
Nove (9) pacientes que encontravam-se em vigéncia de intercorréncias clinicas no
momento da coleta de sangue para esta pesquisa foram considerados pacientes em
estado instavel e compuseram o grupo B desta pesquisa.

Em funcdo do baixo numero de casos de portadores de talassemia
falciforme, obtidos em nosso estudo (n= 5), este grupo de pacientes ndo pode ser

subdividido, o que impossibilitou sua andlise clinica progndstica.

3.3 Hemograma completo

Realizou-se o hemograma completo dos pacientes, para analise dos
indices hematolégicos, no contador ADIVIA-120 (BAYER-SIEMENS). Sendo
analisados os seguintes parametros; concentracdo de hemoglobina (Hb), volume
corpuscular médio (VCM), Hemoglobina corpuscular média (HCM) e Concentracéo
de hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), o RDW (red cell distribution width);
variacado da CHCM (HDW) e variacao da HCM (CHDW); a quantidade de células
hipercrémicas; percentual de células microciticas (células com menos de 60 fl);
percentual de células macrociticas (células com mais de 120 fl) no sangue, bem
como o perfil reticulocitario; percentual de reticuldcitos (%ret); volume corpuscular
médio dos reticuldcitos (VCM ret); hemoglobina corpuscular média dos reticulécitos
(HCM ret); concentracdo hemoglobinica dos reticul6citos (CHCM-ret); os percentuais
de células hiperdensas dos reticulécitos e de células hipodensas dos reticuldcitos,
também os percentuais de baixa HCM dos reticulécitos e de alta HCM dos

reticulécitos, obtidos diretamente por tecnologia laser.

3.4 Deteccao da hemoglobina S



3.4.1 Eletroforese de hemoglobinas

As amostras foram submetidas aos testes de eletroforese alcalina e
eletroforese &cida no sistema semi-automatico FEA-250 da CELM.

Resumidamente, submeteu-se uma solugédo de hemoglobina das amostras
ao campo elétrico em tampéao alcalino num suporte como acetato de celulose ou
agarose. A solucao de hemoglobina foi preparada hemolisando a papa de hemacia
com agua e hemolisante da CELM em partes iguais. Para a corrida eletroforética,
colocou-se 150uL de tampao TRIS pH 9,5 gelado na cuba e aplicou-se 0,6uL de
cada hemolisado no filme de gel alcalino. Em seguida o filme foi colocado na tampa
com o lado onde foi aplicada a amostra, do lado do polo negativo ( - ) da tampa.
Colocou-se a tampa na cuba e deixou-se por 25 minutos a 150V. Apds esse tempo
foi retirada a fita sem inverté-la, deixando-a secar sobre uma folha de papel toalha
para eliminar o excesso de tampao das bordas do filme. O filme entdo foi levado
para secagem com o secador de cabelos aquecido entre 55° a 65°C. Apéds a
secagem o filme foi ent&do corado com corante ponceau.

A leitura da corrida foi realizada em um scaner com um programa proprio
da CELM, utilizando-se o principio da densitometria usando um filtro de 420nm.

De modo semelhante, foi realizada a eletroforese em agarose em pH 6,1,
onde a corrida eletrforética é realizada no sentido do anodo (pdlo positivo) para
catodo (pdlo negativo). Para a corrida eletroforética, colocou-se 190 mL de tampéo
citrato pH 6,3 gelado, na cuba eletroforética. No filme de agar acido foi aplicado
1,0uL de cada hemolisado. Colocou-se o filme na tampa com o lado onde foi
aplicada a amostra, do lado do pdlo positivo (+) da tampa. Foi recolocada a tampa
na cuba o gel da eletroforese, a qual permaneceu por 35 minutos a 90 volts.
Terminado o tempo de corrida foi retirada a tampa que sustentava o filme e colocada
em uma folha de papel toalha para retirar o excesso de tampé&o das bordas do filme.
Foi realizada ent&o a coloracédo e secagem do gel.

O filme com a corrida das hemoglobinas foi entdo mergulhado em 200mL
de corante de amido black a 0,2%, por 5 minutos sem agitacao e retirado o filme do
corante colocou-se em 200 ml de solugdo descorante de &cido acético a 5% por
cinco minutos, apos esse tempo foi colocado a 60°C sob o secador de cabelos, até
que o mesmo ficasse completamente seco. De modo semelhante ao descrito
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anteriormente, realizou-se a leitura da fita em scaner por densitometria de acordo
com programa especifico do fabricante.

¥
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Figura 3 — Gel de eletroforese em pH acido com resultado da corrida de amostras de pacientes
portadores de anemia falciforme. A amostra encontrada na parte superior do gel

corresponde a corrida eletroforética caracteristica da Hb AS e as demais corridas séo de
amostras caracteristicas de HbSS com HbF aumentada

3.5 Analise estatistica

As variavéis em estudo sao apresentadas em tabelas constando; média ,
desvio padrao e coeficiente de variacdo dos valores encontrados nas analises

laboratoriais. Para comparar as variaveis estudadas entre os grupos de pacientes
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utilizou-se teste “t" de Student, para comparagcdo entre duas médias e o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney, para amostras ndo-homogéneas.

Foi usado coeficiente de correlacdo de Pearson, para verificar o grau de
relagdo entre a idade e as variaveis laboratoriais e clinicas quando normais e
Correlacdo de Sperman quando as amostras ndo foram normais; Na analise das
correlagbes foi utilizada a seguinte escala de valores: abaixo de 0,0 (zero) como
correlacao negativa e acima de 0,0 (zero) como correlacao positiva, com p < 0,05.

Utilizou-se teste de normalidade Shapiro Wilk p > 0,05. Fixou-se em 0,05
ou 5% (alfa menor ou igual a 0,05) o nivel de rejeicdo da hip6tese de nulidade.
Usou-se o programa BioEstat 3.0.

4 RESULTADOS

Os dados obtidos neste trabalho resultaram da andlise de 33 amostras,
triadas por eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino e em pH acido, onde 28
foram detectadas como de pacientes com anemia falciforme (HbSS) e 5 de
pacientes com talassemia falciforme (HbS/ {3 tal).

A tabela 1 apresenta, respectivamente, as fracbes de hemoglobina S
(HbS), hemoglobina fetal (HbF) e hemoglobina A, (HbA,) dos pacientes estudados:
grupo dos falcémicos (HbSS), com média de 82,9%, 14,2% e 2,9%, e grupo dos
portadores de talassemia falciforme (HbS/ ['tal), com média de 81,5%, 13,1% e
5,3%, e os valores de p obtidos. A anadlise estatistica, entre os grupos HbS e



HbS/talassemia, revelou haver diferengas significativas nos niveis de HbA, entre os
portadores de anemia falciforme (HbA, = 2,9 £ 0,6 %) e os com talassemia
falciforme (HbA. = 5,3 £ 0,3 %), com p valor < 0,0001. Nao houve diferencas
significativas nas fracoes de HbS e HbF entre os dois grupos de pacientes.

Tabela 1 — Niveis das fragdes de hemoglobinas dos pacientes com
anemia falciforme (HbSS) e dos pacientes com talassemia falciforme (HbS/ beta tal),
as diferencas entres os grupos

Grupo HbSS Grupo HDbS /B talassemia
Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | p valor
HbS 82,9 8,26 9,96 81,5 3,8 4,74 | 0,73
HbF 14,2 8,62 60,7 13,1 4,11 31,3 | 0,79
HbA, 2,9 0,57 19,45 |53 0,36 6,93 | <0,0001

Nota: Dp corresponde a desvio padrao e CV a coeficiente de variagao.

A tabela 2 apresenta os valores dos hemogramas dos pacientes com
anemia falciforme (HbSS) e dos pacientes com talassemia falciforme (HbS/ 8 tal),
assim como os valores de p encontrados no estudo comparativo entre 0s grupos.
Observa-se que os pacientes com anemia falciforme revelaram uma anemia grave
(Hb=7,8 g/dl) do subtipo normocitica normocrémica (VCM= 90,7 fl e CHCM= 33,6
g/dl), com elevado grau de anisocitose (RDW= 22,8%), anisocromia (HDW= 5,7 g/dlI
e CHDW= 43 pg) e presengca, simultdnea aos eritr6citos normociticos
normocrémicos, de eritrocitos macrociticos, microciticos, hiposaturados ou
hipersaturados de hemoglobina, com discreta leucocitose (13.700 leucécitos/ mm?®) e
moderada plaquetose (575.900 plaquetas/ mm?).

A analise do hemograma dos 5 pacientes com talassemia falciforme
revelou, anemia também grave (Hb= 8,2 g/dl), subtipo microcitica (VCM= 66,0 fl)
com elevado grau de anisocitose (RDW= 20,5 %), moderado grau de anisocromia
(HDW = 4,4 g/dl e CHDW = 4,1 pg) e presenca, simultdnea a uma pequena
proporcdo de eritrécitos normociticos normocrémicos, de inumeros eritrocitos
microciticos, com a auséncia completa de eritrécitos macrociticos (% macro = 0%),
tabela 2. Os valores do hemograma em estudo comparativo, apresentado nesta
mesma tabela, demonstraram que nao houve diferenga no grau de anemia (nivel de
hemoglobina circulante) entre portadores de anemia falciforme e portadores de

talassemia falciforme.



Tabela 2 — Valores dos indices do hemograma dos pacientes falcémicos e

dos pacientes com talassemia falciforme e as diferencas entre os grupos

Grupo HbSS Grupo HbS /B talassemia
Variaveis Média Dp Cv% | Média Dp CV% | pvalor
Hb g/di 7.79 1.28 16.53 | 8,18 0,55 6,77 0,52
VCM fl 90.75 7.03 7.75 |66,0 4,89 7,42 0,0001
HCM pg 30.02 2.12 7.09 21,8 1,14 5,25 0,0001
CHCM g/di 33.57 1.66 497 |333 1,9 5,98 0,86
RDW % 22.08 417 18.90 | 20,5 2,15 10,52 | 0,32
CHDW pg 4.26 0.63 14.97 | 4,09 0,6 15,29 | 0,002
HDW g/dl 5.69 1.01 17.88 | 4,38 0,48 11,11 | 0,35
% micro 7.28 4.88 67.05 | 35,5 14,83 41,72 | 0,006
% macro 7.82 7.14 9123 |0 0 0
% hipo 9.42 10.82 1148 [ 9,9 7,01 70,42 | 0,63
% hiper 4.93 3.02 61.20 | 5,7 3,66 63,35 | 0,54
Leucécitos/mm?® | 15.289 6.326 4138 | 13.660 5.382 39,40 | 0,36
Plaquetas/mm® | 537.142  185.690 34.57 | 387.800 149.640 38,59 | 0,10

Nota: Dp corresponde a desvio padrdao e CV a coeficiente de variagdo. Hb - hemoglobina;VCM -
volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média por laser, CHCM -
concentracado de hemoglobina corpuscular média por laser; RDW - amplitude de distribuicao do
volume dos eritrocitos; CHDW - variagdo da HCM dos eritrécitos; HDW - variacdo da CHCM
dos eritrocitos; % micro — percentual de micrécitos (células com menos de 60 fl); % macro —
percentual de macrdcitos (células com mais de 120 fl).

Os valores apresentados a tabela 3, demonstraram que apesar de todas
as amostras apresentarem elevadas contagens de reticul6citos, houve diferenca
significativa (p valor = 0,0049) das médias das contagens de percentual de
reticulécitos entre falcémicos e portadores de talassemia falciforme, os quais
apresentaram como resultados, respectivamente, 14,5% e 7,5%. Houve diferenca
significativa entre o aumento da proporcédo de reticulocitos imaturos entre o grupo
dos falcémicos (IRF= 36,9%) e dos talassémicos falciformes (IRF= 51,2%), com p
valor = 0,0031.

Os reticuldcitos dos falcémicos apresentaram VCMr, CHCMr e percentual

de células hiperdensas maior que dos portadores de talassemia falciforme. Por outro



lado, o numero de células hipodensas foi menor nos falcémicos que nos
talassémicos falciformes, todos com p valor < 0,05.

Tabela 3 — Valores dos indices do reticulograma dos pacientes falcémicos
e dos pacientes com talassemia falciforme e as diferencas entre os grupos

Grupo HbSS Grupo HDbS /B talassemia

Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | pvalor

% ret 14.55 7.82 53.77 | 7,46 0,65 8,77 | 0,0049
VCMr fl 120.30 8.74 7.27 92,18 0,66 7,23 0,0002
HCMr pg 27.16 1.58 5.85 25,94 1,14 4,41 0,063
CHCMr g/dl 32.19 1.70 5.30 23,54 0,99 4,24 | 0,0004

% hipo ret 63.46 15.00 23.65 |77,84 0,58 88,0 < 0,00001
% hiper ret 0.76 0.43 56.61 | 0,66 8,34 10,7 | <0,00001
% baixa HCMr 10.88 6.61 60.74 | 84,04 6,28 7,48 | 0,0004

% alta HCMr 51.80 15.75 30.41 | 0,52 6,87 89,5 | 0,0001
IRF % 51.19 13.01 25.43 | 36,98 0,46 18,6 | 0,0031

Nota: Dp corresponde a desvio padrdao e CV a coeficiente de variagdo. % ret- percentual de
reticulécitos; VCM ret- volume corpuscular médio dos reticuldcitos; HCM ret-hemoglobina
Corpuscular média dos reticul6citos; CHCM-ret- Concentragdo hemoglobinica dos reticulécitos;
% hiper- percentual de células hiperdensas dos reticulécitos, % hipo ret- percentual de células
hipodensas dos reticulécitos; %baixa HCM ret- percentual de baixa HCM dos reticul6citos; %
alta HCM ret- percentual de alta HCM dos reticulécitos.

Neste trabalho separou-se o grupo total de portadores de anemia
falciforme através de trés critérios: 1) da evolugao clinica em grupo estavel (grupo A)
e instavel (grupo B), pela idade (em menores e maiores de 11 anos) e pelo sexo,
masculino ou feminino. O grupo de pacientes portadores de talassemia falciforme
nao pode ser subdividido para andlise prognéstica, em razao do baixo numero de
casos obtidos (n=5).

O grupo de pacientes clinicamente estaveis (grupo A) composto por 19
pacientes, demonstrou valores significativamente maiores de hemoglobina fetal, HoF
= 16,4 = 8,7 %, contra 9,6 £ 6,8 % de HbF para o grupo B (h= 9 pacientes
clinicamente instaveis), com p < 0,05. Para os niveis de HbS, também houve
diferenca significativa entre os grupos A e B, onde o nivel HbS do grupo A foi em
média de 80,718,3 %, contra HbS de 87,3+6,4 % para o grupo B (p < 0,05) de
acordo com os dados da tabela 4.

Tabela 4 — Niveis das fragdes de hemoglobinas dos pacientes com
anemia falciforme e as diferencas entres os grupos A (pacientes estaveis) e B
(pacientes instaveis)

Grupo A Grupo B

Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | p valor




U
HbS 80.72 8.32 10.31 | 87.33 6,45 7,39 |0,032
HbF 16.37 8.70  53.14 | 9.61 6,76 7,39 | 0,036
HbA, 2.87 0.57 19.87 | 3.05 0,58 19,0 | 0,45

Nota: Hb- hemoglobina; Dp corresponde a desvio padrao e CV a coeficiente de variagéo.

A tabela 5 apresenta as diferencas entre os valores dos marcadores
encontrados no hemograma automatizado dos grupos A e B. O grau de anisocitose,
do grupo A, com RDW de 20,5%, foi menor que do grupo B que foi de 25,3%, com p
valor = 0,004. O grau de anisocromia (variacdo da concentracdo média de
hemoglobina intraeritrocitaria - HDW) foi em média de 4,0 g/dl para o grupo A € 4,8
g/dl para o grupo B, com p valor = 0,001. A variacdo do peso médio de hemoglobina
intraeritrocitaria (CHDW) foi em média 5,2 pg para o grupo A, sendo menor que a
média do grupo B que foi de 5,8 pg, com p valor = 0,02.

Tabela 5 — Perfil do hemograma dos pacientes com anemia falciforme e as
diferencas estatisticas entre os indices do hemograma dos grupo A (pacientes
estaveis) e grupo B (pacientes instaveis)

Grupo A Grupo B

Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | pvalor
Hb g/dl 8,11 1,21 14,91 7,12 1,24 17,4 | 0,05
VCM fl 89,77 5,61 6,25 92,82 9,42 10,1 | 0,29
HCM pg 30,08 1,41 6,25 29,90 3,27 10,9 | 0,41
CHCM g/di 33,96 0,92 4,71 32,74 2,51 7,67 | 0,035
RDW % 20,53 1,63 2,74 25,34 5,92 23,5 | 0,004
CHDW pg 5,29 0,57 7,95 6,54 1,24 19,0 | 0,018
HDW g/dI 4,01 5,07 7,95 4,80 0,57 12,0 | 0,001
% micro 6,01 2,57 42,7 9,96 7,33 73,5 |0,02
% macro 5,25 4,61 87,6 13,25 8,68 65,5 | 0,01
% hipo 5,85 2,84 48,5 16,96 16,82 99,1 | 0,008
% hiper 4,38 1,94 44,4 6,10 4,47 73,3 | 0,08
Leucécitos/mm® | 13.731 4502 32,7 18.577 8.458 45,3 | 0,056
Plaguetas/mm® | 575.894 184.9 32,1 455.333  168.3 36,9 |0,10

Nota: Dp corresponde a desvio padrédo e CV a coeficiente de variagdo. Hb — hemoglobina; VCM -
volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média por laser, CHCM -



concentracdo de hemoglobina corpuscular média por laser; RDW - amplitude de distribuicao do
volume dos eritrocitos; CHDW - variacdo da HCM dos eritrécitos; HDW - variacdo da CHCM
dos eritrocitos; % micro — percentual de micrécitos (células com menos de 60 fl); % macro —
percentual de macrdcitos (células com mais de 120 fl).

No reticulograma automatizado foi encontrada diferenca significativa entre

os grupos A e B apenas na contagem % de reticuldcitos (% ret = 12,4 % no grupo A,

contra 19,1% no grupo B, com p = 0,01). Exceto pelo % de reticulécitos hiperdensos,

nenhum dos demais indices reticulocitarios automatizados revelou diferenca

significativa em nosso estudo comparativo.

Tabela 6 — Perfil reticulocitario dos pacientes falciformes dos grupos A

(estaveis) e B (instaveis) e as diferencas significativas entre os indices desses dois

grupos

Grupo A Grupo B
Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | p valor
% ret 12,4 4,3 34,72 | 19,10 11,43 59,88 | 0,015
VCMr fl 118,5 7,27 6,14 124,11 10,72 8,64 | 0,11
HCMr pg 27,29 1,49 5,48 26,88 1,83 6,82 | 0,53
CHCMr g/dl 31,93 1,32 4,16 32,75 2,30 7,05 |0,23
% hipo ret 62,05 1429 23,04 | 0,94 0,41 44,33 | 0,48
% hiper ret 0,67 0,41 62,16 | 66,43 16,89 25,44 | 0,038
% baixa HCMr | 10,35 5,03 48,58 | 12,01 9,41 78,36 | 0,98
% alta HCMr 49,16 13,72 27,91 |57,38 19,08 33,17 | 0,20
IRF % 48,30 8,30 17,19 | 57,30 18,84 32,88 | 0,25

Nota: Dp corresponde a desvio padrao e CV a coeficiente de variagdo. % ret- percentual de

reticulocitos; VCM ret- volume corpuscular médio dos reticulécitos; HCM ret-hemoglobina
reticulécitos;
reticulécitos; % hiper- percentual de células hiperdensas dos reticulocitos, % hipo ret-
percentual de células hipodensas dos reticulécitos; %baixa HCM ret- percentual de baixa

Corpuscular

HCM dos reticulécitos; % alta HCM ret- percentual de alta HCM dos reticulécitos.

média dos

CHCM-ret-

Concentracdo hemoglobinica dos

O estudo da correlacéo entre os niveis de HbF dos pacientes falcémicos e

os indices do hemograma demonstrou correlagdo significativa com os niveis de

hemoglobina total dos pacientes; com o RDW, r = -0,490 e p valor = 0,008, o HDW
sendo r = -0,763, com p valor < 0,000001 ; o CHDW, com r = - 0,431, e p valor =
0,02 e o percentual (%) de microcitos, de macrécitos e de células hipodensas de

hemoglobina e dos eritrécitos também apresentaram correlacao significativa com os



niveis de HbF. Nao houve correlacao significativa entre a HbF e os demais indices

estudados, tabela 7.

Tabela 7 — Correlagdo entre os valores dos niveis de hemoglobina fetal (HbF)

versus os valores hematoldgicos do hemograma nos pacientes portadores de HbSS

Variantes

p valor

HbF x Hb

HbF x VCM

HbF x HCM laser
HbF x CHCM laser
HbF x RDW

HbF x CHDW
HbF x HDW

HbF x Y%micro
HbF x Y%smacro
HbF x %hipo
HbF x %hiper
HbF x Leucdcitos
HbF x Plaquetas

0,454
0,148
0,302
0,213
- 0,490
- 0,431
- 0,763
- 0,424
-0,134
- 0,506
- 0,474

0,0317
- 0,0046

0,01
0,449
0,117
0,27
0,008
0,02
0,00001
0,024
0,49
0,006
0,01
0,872
0,981

Nota: r- Correlagao (Pearson ou Spearman).
Hb - hemoglobina; VCM - volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média
por laser, CHCM — concentracdo de hemoglobina corpuscular média por laser; RDW -
amplitude de distribuigdo do volume dos eritrocitos; CHDW - variagdo da HCM dos eritrocitos;
HDW - variagdo da CHCM dos eritrocitos; % micro — percentual de micrdcitos (células com
menos de 60 fl); % macro — percentual de macrdcitos (células com mais de 120 fl).

A idade dos pacientes com anemia falciforme variou entre 2 e 39 anos

sendo a média igual a 11,6 anos. Dezessete pacientes apresentaram faixa etaria de

0 a 11 anos e onze pacientes acima dos 11 anos. A avaliagdo prognostica

relacionando a idade dos pacientes (grupo de pacientes menores de 11 anos e

maiores de 11 anos) revelou, de acordo com a tabela 8, que os pacientes com

menor idade tendem a maiores niveis de HbF, e menores niveis de HbS.



Tabela 8 — Niveis das fragdes de hemoglobinas dos pacientes com
anemia falciforme por faixa etaria e as diferencas entres o grupo de pacientes com

idade menor que 11 anos e o grupo com idade acima de 11 anos

Grupo <11 anos Grupo >11 anos
Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | p valor
HbS 79,5 8,35 10,14 | 87,96 5,7 6,51 | 0,006
HbF 17,5 8,05 47,30 |8,8 6,1 68,9 | 0,005
HbA, 2,7 0,51 18,61 | 3,19 0,58 18,1 | 0,055

Nota: Hb-Hemoglobina; Dp corresponde a desvio padrao e Cv a coeficiente de variagao.

O percentual de células hiperdensas de hemoglobina, no hemograma, foi
significativamente maior nos pacientes maiores de 11 anos em relagcdo aos menores
de 11, tabela 9.

Tabela 9 — Valores do hemograma dos pacientes com anemia falciforme
por grupos de faixa etéria e as diferengas entre os grupos

Grupo <11 anos Grupo B > 11 anos
Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | p valor
Hb g/dI 7,7 1,4 18,51 7,8 1,09 13,83 | 0,76
VCM fl 91,37 5,7 6,29 89,8 8,88 9,90 | 0,57
HCM pg 29,95 1,9 6,61 30,13 2,43 8,10 | 0,52
CHCM g/di 33,28 1,9 5,84 34,0 1,06 3,12 | 0,46
RDW % 22,40 5,0 22,64 21,58 2,32 10,78 | 0,88
CHDW pg 5,73 1,11 14,17 5,63 0,89 15,91 | 0,065
HDW g/dI 4,09 0,57 19,44 4,54 0,65 14,37 [ 1,0
% micro 7,18 5,47 76,18 7,43 4,05 54,47 | 0,60
% macro 8,21 7,18 87,48 7,22 7,37 102,0 | 0,68
4
% hipo 10,68 13,41 125,51 | 7,48 4,64 62,06 | 0,98
% hiper 3,85 2,15 56,01 6,60 3,48 52,66 | 0,007
Leucécitos/mm® | 16.911 7,308 43,22 12.781, 3347,7 26,19 | 0,09
8
Plaguetas/mm® | 545.529  184.328 33,79 524.18 196.050, 37,40 | 0,77

Nota: Dp corresponde a desvio padrdao e CV a coeficiente de variagdo. Hb - hemoglobina;VCM -
volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média por laser, CHCM —
concentragcado de hemoglobina corpuscular média por laser; RDW - amplitude de distribuicao do
volume dos eritrocitos; CHDW - variagdo da HCM dos eritrécitos; HDW - variacdo da CHCM
dos eritrocitos; % micro — percentual de micrécitos (células com menos de 60 fl); % macro —
percentual de macrdcitos (células com mais de 120 fl).

Os pacientes com menor idade apresentaram maiores contagens de
reticuldcitos, sendo a média 16,92% para os menores de 11 anos contra 10,89%
para os acima dos 11 anos, com p valor = 0,0001. Houve diferenca no percentual de



reticuldcitos hiperdensos (0,61% contra 0,99%) entre maiores e menores de 11
anos), tabela 10.

Tabela 10 — Valores dos indices do reticulograma dos pacientes com

anemia falciforme por grupo faixa etaria e a diferengcas entre os mesmos

Grupo <11 anos Grupo B > 11 anos p valor
Variaveis Média Dp Cv% | Média Dp CV%
% ret 16,92 % 8,98 53,08 |10,89% 3,44 31,60 | 0,0001
VCMr fl 119,52 6,83 572 |121,50fl 11,35 9,35 | 0,52
HCMr pg 27,32pg 1,37 502 |2691pg 1,92 7,15 |0,72
CHCMr g/dl 32,25¢9/d 1,38 4,29 |32,10g/dl 2,18 6,81 0,81
% hipo ret 61,94 % 14,51 23,43 | 65,80 % 16,15 24,55 | 0,51
% hiper ret 0,61 % 0,34 56,88 | 0,99 % 0,45 46,35 | 0,0001
% baixa HCMr 10,21 % 7,14 69,88 11,92% 5,88 49,31 | 0,27
% alta HCMr 53,05 % 11,85 22,35|49,87% 20,93 41,98 | 0,61
IRF % 51,38 % 10,44 20,32 | 50,90 % 16,81 33,04 | 0,28

Nota: Dp corresponde a desvio padrao e CV a coeficiente de variagao.
% ret- percentual de reticulécitos; VCM ret- volume corpuscular médio dos
reticulécitos;HCM  ret-hemoglobina Corpuscular média dos reticulécitos; CHCM-ret-
Concentragdo hemoglobinica dos reticulécitos; % hiper- percentual de células hiperdensas
dos reticulécitos, % hipo ret- percentual de células hipodensas dos reticulécitos; %baixa
HCM ret- percentual de baixa HCM dos reticul6citos; % alta HCM ret- percentual de alta
HCM dos reticuldcitos.

A tabela 11 apresenta a média, desvio padrdo e coeficiente de variacao
dos niveis das fragdes de hemoglobinas encontradas nos pacientes em relacdo ao
sexo. Os pacientes do sexo masculino apresentaram niveis de HbS, HoF em média
menores que o grupo feminino, porém nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre eles, também ndo houve diferengca nos niveis de HbA; entre os

grupos masculino e feminino dos pacientes com anemia falciforme estudados.

Tabela 11 — Niveis das fragdes de hemoglobinas dos pacientes com

anemia falciforme por sexo e as diferencas entres os grupos

Grupo masculino Grupo feminino p valor
Varidveis | Média Dp Cv% Média Dp CV%
HbS 83,95 8,9 10,62 81,60 7,57 9,28 0,45
HbF 13,04 9,36 71,80 15,53 7,83 50,47 0,47
HbA, 3,0 0,6 20,00 2,86 0,55 19,22 0,53

Nota: Dp corresponde a desvio padréo e CV a coeficiente de variagao.

Encontram-se na tabela 12 os valores das médias, desvio padrdao e

coeficiente variacdo dos marcadores do hemograma. Os dados demonstram néao



haver diferenca significativa os sexos no grau de anemia (niveis de Hb equivalentes)
nem nos indices RDW, HDW e CHDW. Para o grau de leucocitose entre os
pacientes do sexo feminino e masculino foi encontrada diferenca significativa
(leucécitos = 18.300/mm® para sexo feminino contra 12.600/mm?® para o sexo
masculino, p = 0,007) e também na proporcao de células hiperdensas (% hiper) na
CHCM laser (que reflete a média da concentracdo interna de hemoglobina nos

eritrocitos).

Tabela 12 — Valores do hemograma dos pacientes com anemia falciforme
por grupo masculino e feminino e as diferencas significativas dos indices entre os

sSexos
Grupo masculino Grupo feminino

Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | pvalor
Hb g/dl 8,04 1,36 16,99 7,50 1,17 15,71 | 0,27
VCM 88,86 7,57 8,53 92,93 5,88 6,33 0,12
HCM pg 29,90 1,63 5,46 30,16 2,65 8,80 0,75
CHCM g/ 34,12 1,25 3,68 32,93 1,9 5,77 0,04
RDW % 21,16 2,24 10,58 23,13 5,57 24,10 | 0,54
CHDW pg 5,48 0,85 15,64 5,93 1,16 19,63
HDW g/dl 4,36 0,74 17,40 4,22 0,50 12,04 | 0,72
% micro 7,13 3,56 50,04 7,46 6,22 83,44 | 0,26
% macro 6,08 6,55 107,8 9,84 7,56 76,23 | 0,89
% hipo 7,04 4,61 65,57 12,18 14,94 122,6 | 0,59
% hiper 5,96 3,59 60,31 3,75 1,62 43,22 | 0,026
Leucécitos/mm® | 12.633  3.978 31,50 18.353,8 7.252,3 39,51 | 0,007
Plaguetas/mm® | 590.13 176.06 29,84 476.000 184.010 38,66 | 0,63

Nota: Dp corresponde a desvio padrao e CV a coeficiente de variagdo. Hb - hemoglobina;VCM
- volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média por laser, CHCM —
concentracdo de hemoglobina corpuscular média por laser; RDW - amplitude de
distribuicao do volume dos eritrocitos; CHDW - variacdo da HCM dos eritrécitos; HDW -
variacdo da CHCM dos eritrécitos; % micro — percentual de micrécitos (células com
menos de 60 fl); % macro — percentual de macrécitos (células com mais de 120 fl).

O VCMr dos pacientes do sexo masculino foram em média menores que
0s encontrados no sexo feminino, p valor = 0,046 . O percentual (%) de
hipodensidade dos reticulécitos dos pacientes do sexo feminino foram maiores que

os do sexo masculino, com p de 0,04, tabela 13.



Tabela 13 — Valores do reticulograma dos pacientes falcémicos por sexo e

as diferencas desses indices pelo sexo dos pacientes

Grupo masculino Grupo feminino

Variaveis Média Dp Cv% Média Dp CV% | p valor
% ret 12,14 4,95 40,82 | 17,34 9,66 55,73 | 0,11
VCMr fl 117,27 94 8,10 123,8 6,48 5,24 | 0,046
HCMr pg 27,70 1,03 3,72 26,54 1,9 7,22 | 0,67
CHCMr g/dl 32,06 1,62 5,08 32,34 1,8 5,70 |0,16
% hipo ret 58,24 13,29 22,82 | 69,47 15,07 21,70 | 0,04
% hiper ret 0,71 0,41 58,49 | 0,81 0,45 55,94 | 0,54
% baixa HCMr | 10,42 54 52,73 | 11,42 7,91 69,25 | 0,85
% alta HCMr 50,31 16,14 32,09 | 53,53 15,76 29,44 | 0,59
IRF % 51,92 16,12 31,06 | 50,36 8,74 17,36 | 0,89

Nota: Dp corresponde a desvio padrdao e CV a coeficiente de variacdo. % ret- percentual de
reticulocitos; VCM ret- volume corpuscular médio dos reticulécitos; HCM ret-hemoglobina
Corpuscular média dos reticulécitos;CHCM-ret- Concentracdo hemoglobinica dos
reticulécitos; % hiper- percentual de células hiperdensas dos reticuldcitos, % hipo ret-
percentual de células hipodensas dos reticulécitos; %baixa HCM ret- percentual de baixa
HCM dos reticulécitos; % alta HCM ret- percentual de alta HCM dos reticulécitos.

5 DISCUSSAO



As doencas falciformes se caracterizam por genétipos bem definidos.
Porém o diagnoéstico laboratorial se torna dificil quando se trata das interagdes da
HbS com as talassemias. Por esse motivo, Naoum e Bonini-Domingos (2007)
ressaltam a necessidade de novos métodos que devem complementar a dosagem
de HbA, e de hemoglobina fetal no diagnéstico dos diferentres tipos de associacdes
genéticas da HbS. Nosso trabalho se propbs a avaliar alguns marcadores
laboratoriais no diagnostico e prognéstico de pacientes com doencgas falciformes.

A analise estatistica do nosso estudo revelou haver diferencas
significativas nos niveis de HbA, entre os portadores de anemia falciforme (HbA, =
2,9 £ 0,6 %) e os com talassemia falciforme (HbA, = 5,3 £ 0,3 %), com p < 0,0001.
Nao houve diferencas significativas nas fragcdes de HbS e HbF entre os dois grupos
de pacientes, tabela 1. Estes dados estdo de acordo com dados de Nascimento e
Silva (2005), e se justificam posto que o mecanismo fisiopatolégico das betas
talassemias, leva a aumento da producdo de cadeias delta, o que acarreta,
consequentemente, elevacao da proporcédo de HbA; no sangue.

O perfil de hemoglobinas obtidos em nosso estudo revelou que a variacao
dos niveis de HbF nos talassémicos falciformes (HbF com CV = 31,3 %), tabela 1, foi
bem menor (quase a metade) que aquela obtida entre os portadores de anemia
falciforme. Este achado talvez possa ser justificavel, pois apenas 1 dos 5 pacientes
talassémicos falciformes estudados revelara instabilidade clinica, o que pode ter
refletido em uma maior homogeneidade nos niveis de hemoglobina fetal deste grupo
de pacientes.

Sao inumeros os dados da literatura apontam o nivel de hemoglobina fetal
como fator de protecdo aos doentes com anemia falciforme, o que justificaria menor
namero de crises € melhor evolugcéo e prognéstico da doenca (FIGUEIREDO, 2007
b; NAOUM, 2000; UDA, 2008). Assim, a heterogeneidade dos niveis de fetal obtida
neste trabalho (HbF com CV = 60,7%), tabela 1, poderia justificar a grande
diversidade clinica da doenca também refletida em nosso estudo, quando muitos
dos pacientes revelavam instabilidade clinica em sua evolugéo.

Segundo Setty (2001), o quadro clinico entre doentes falciformes é mais
grave na anemia falcifome e na S/B °talassemia com niveis menos elevados de HbF
(ou seja, HbF < 10%), enquanto quadros mais leves estdo correlacionados com
niveis mais elevados de HbF ou casos de S B*talassemia. Nestes Ultimos pacientes



ocorre a producdo de HbA que, embora em menor quantidade do que a HbS, é
suficiente para inibir a formacao de polimeros (KENNE et al., 2007). Nossos dados
estdo de acordo com a referida literatura em relagdo aos portadores de anemia
falciforme. Entretanto, como em nosso estudo nao foi feito nenhum estudo genético-
molecular, bem como devido ao pequeno numero de casos de talassemia falciforme,
nao podemos comparar qualquer dado prognéstico da literatura em relacdo aos
subtipos de duplos heterozigotos talassémicos falciformes.

E comum haver certa dificuldade no diagnéstico diferencial das doencas
falciformes (MELO, 2002; NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 2007). Este problema
reside no fato de que todas as doencas falciformes podem apresentar células em
foice no sangue (os drepandcitos observados no hemograma) terem o teste de
falcizacao positivo (um teste especifico para detectar células em foice in vitro), bem
como sinais clinicos equivalentes (OLIVEIRA, 2007). Em realidade, por se tratarem
de doencas distintas, cuja heranca genética e prognéstico sdao também distintos,
devem ser diagnosticadas de modo diferenciado, para conduta apropriada. Além
disso, 0 aconselhamento genético que é baseado em possibilidades de cruzamento
entre alelos especificos, herdados do pai e da mae, de um portador de anemia
falciforme, por exemplo, é bem distinto de um com talassemia falciforme.

Os pacientes com anemia falciforme revelaram uma anemia grave do
subtipo normocitica normocrémico com elevado grau de anisocitose (RDW),
anisocromia (HDW) e presenga, simultdnea aos eritrécitos normociticos
normocrémicos, de eritrocitos macrociticos, microciticos, hiposaturados ou
hipersaturados de hemoglobina, com discreta leucocitose e moderada plaquetose,
tabela 2. Apesar de nao terem demonstrado diferencas no grau de anemia,
leucocitose e plaguetose, o que de fato dificulta o diagndstico diferencial para com
os falcémicos homozigotos (HbSS), os pacientes com talassemia falciforme
apresentaram valores contundentes que podem em muito auxiliar o diagndstico
diferencial para com os falcémicos, tais como: uma anemia caracteristicamente
microcitica, com VCM e HCM inquestionavelmente menores, 0 que talvez possa
refletir que os clones de eritroblastos dos talassémcos falciformes fazem numero
bem maior de mitoses que o dos portadores de anemia falciforme (HbSS); uma
menor variacdo na HCM, refletida pelo menor CHDW, justificavel, pois como as

células dos talassémicos falciformes sdo bem menores e com menor variacao entre
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seus volumes, ha de se entender uma menor variagdo em seus pesos de
hemoglobina.

Um outro dado bastante representativo obtido neste estudo e que pode
ser de grande utilidade para a diferenciacédo entre portadores de anemia falciforme e
talassemia falciforme €& que nenhum dos talassémicos falciformes apresentou
qualquer percentagem de eritrécitos com mais de 120 fentolitros (fl), caracterizados
em nosso trabalho como macrécitos, o que difere sobremaneira dos portadores de
anemia falciforme, cuja caracteristica marcante é um elevado grau de anisocitose,
com sobreposi¢cdo de macrécitos aos normécitos e microcitos. De fato, em nosso
estudo, todos os portadores de anemia falciforme apresentaram elevado grau de
macrocitos, tabela 2.

O perfil reticulocitario dos falcémicos revelou que, realmente, todas as
amostras apresentaram elevadas contagens de reticulécitos, cuja média foi de
14,5%, com aumento da propor¢cao de reticulécitos imaturos (IRF= 51,2%), o que
comprova um grande aumento da producgéao eritréide, como forma de tentar diminuir
o grau de anemia. As caracteristicas do reticulograma dos pacientes com talassemia
falciforme revelou certa elevacdo nas contagens de reticulécitos, cuja média foi de
7,5%, também com aumento da propor¢ao de reticuldcitos imaturos (IRF= 36,9%),
tabela 3. Assim, apesar de a producao eritréide estar sempre aumentada, como uma
tentativa de diminuir o grau de anemia (aumento da hemoglobina circulante) o nivel
basal de hemoglobina se mantém bastante diminuido, pois a destruicao precoce dos
eritrécitos é muito elevada.

Os valores do reticulograma revelaram que os reticulécitos dos
talassémicos falciformes séo significativamente menores, menos hemoglobinizados,
e sao produzidos em menor quantidade que os reticulocitos dos portadores de
anemia falciforme (tabela 3), o que é plenamente justificavel pois as talassemias tem
como caracteristica marcante a falha de hemoglobinizacédo dos eritrécitos, o que
dificulta a eritropoese, e forca os eritroblastos a fazerem um maior nimero de
mitoses tornando os reticulécitos menores e mais leves em peso de hemoglobina,
fato este que nao ocorre na anemia falciforme. Tudo isto demonstra que a utilizacao
da mais moderna tecnologia do laser na automacdo, torna menos complexa a
diferenciacdo entre as doengas falciformes. Enfim, isto sugere que tais indices

devam ser incorporados a rotina como marcadores adicionais a eletroforese de



hemoglobinas, na diferenciagdo ordindria entre a anemia falciforme e a talassemia
falciforme.

Assim sendo, em uma avaliacdo de rotina, um paciente que mesmo tendo
anemia grave, falciteste positivo e células em foice no hemograma, apresentarem
elevado numero de micrécitos e VCM diminuido, sdo mais provaveis serem
talassémicos falciformes que portadores de anemia falciforme, principalmente se
nao houver qualquer percentual de células com mais de 120 fl no sangue.

Se por um lado o diagnéstico define especificamente uma doenca, o
prognéstico antevé o comportamento de um determinado paciente portador daquela
doenca (OLIVEIRA, 2007). Dados da literatura atestam que alguns marcadores
laboratoriais como o nivel de hemoglobina fetal estdo associados a melhor
prognostico de portadores de anemia falciforme (FATHALLAH; ATWEH, 2006; UDA,
2008). As diferencas estatisticas encontradas entre os grupos analisados por
estabilidade clinica em nosso estudo demonstram que o grupo considerado estavel
(grupo A) apresentou maior nivel de hemoglobina fetal (16,4 + 8,7 %) que o0s
pacientes do grupo B - instaveis, (9,6 + 6,8 %), com p valor < 0,05. Estes dados
podem auxiliar na compreensao do estado clinico dos pacientes com anemia
falciforme, confirmando realmente que os niveis elevados de HbF podem ser um
fator de bom progndstico para os pacientes com tal patologia.

Os resultados para os marcadores do hemograma automatizado
revelaram haver diferencas significativas entre os grupos A e B para o grau de
anisocitose (RDW), de anisocromia (a variagdo da concentracdo média de
hemoglobina intraeritrocitdria — HDW) e para a variagdo do peso médio de
hemoglobina intraeritrocitaria (CHDW), tabela 5. Os dados demonstram que os
pacientes considerados estaveis apresentaram menor variacdo de tamanho, cor e
peso de hemoglobina, comprovando a importdncia da  utilizacao desses
marcadores no prognédstico desses pacientes.

A média do percentual de reticulécitos do grupo B (instavel) foi
significativamente maior que a do grupo A (estavel). Entretanto, ndo houve
correlacao significativa entre os niveis de HbF e 0 % de reticuldcitos estudados em
nossa casuistica. Portanto, contagens mais elevadas de reticulécitos, isoladamente,
devem apontar apenas uma maior necessidade de producdo eritrocitaria pela

medula éssea, mas nao necessariamente um sinal de prognéstico desfavoravel.
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Nenhum dos demais indices reticulocitarios automatizados estudados entre os
grupos A e B de falcémicos revelou diferengas significativas, tabela 6.

Quando da analise da correlacao entre os niveis de HbF e os indices do
hemograma observou-se uma correlagao significativa entre os valores da Hb (r =
0,454 e p = 0,01), do RDW (rs = -0,490 e p = 0,008), do HDW (r = -0,763 e p <
0,000001) e do CHDW (rs = -0,431 e p = 0,02) e os niveis da fracdo de HbF no total
de pacientes com anemia falciforme estudados. Como todos estes indices
demonstraram diferengas significativas entre os pacientes estaveis (grupo A) e
instaveis (grupo B), e significante correlagdo com os niveis de HbF, isto nos permite
inferir que, tais indices automatizados derivados da tecnologia do laser, podem ser
incorporados como recurso simples, rapido, preciso e eficiente, na avaliacdo da
estabilidade clinica de pacientes com anemia falciforme, principalmente o HDW que
revelou elevada correlacdo negativa com os niveis de HbF, tabela 7. Nao ha
qualquer estudo na literatura que correlacione estes indices eritrocitarios com os
niveis de hemoglobina fetal em falcémicos.

Em relacdo as sub-populacdes de eritrocitos, classificados de modo
preciso pelo tamanho (macrocitos e microcitos) e densidade de hemoglobina
(células hipodensas e hiperdensas), nossos resultados apontam que os pacientes
que evoluem clinicamente de modo desfavoravel possuem maior numero de
macrécitos hipodensos de hemoglobina (tabela 5), o que se justifica, pois tais
pacientes tendem a ser mais anémicos e, como resposta, ha maior producao de
reticuldcitos pela medula éssea dos mesmos. A luz da tecnologia do laser, os
referidos macrocitos hipodensos sdo os mesmos macrécitos policromaticos, que
correspondem em realidade aos reticulécitos, os quais se mostraram mais elevados
nos pacientes clinicamente instaveis. A significante correlacdo negativa entre o
namero de micrécitos, tabela 7 (que em realidade correspondem as células em foice
— drepandcitos) as quais perderam area de superficie ao sairem da forma biconcava
discoide para forma alongada, e os niveis de HbF, sugere realmente que quanto
maior numero de células afoicadas, pior deve ser a evolugao clinica dos falcémicos.

Os niveis de HbF (tabela 8) foram maiores nas criancas, assim como
indice de reticulécitos (tabela 9), esse aumento da contagem de reticulécitos
isoladamente ndo deve ser um mau sinal prognéstico, mas sim uma maior
capacidade das criancas em aumentar a producao eritrdide frente a uma anemia,
tabela 9.



A avaliacado dos pacientes com anemia falciforme pelo sexo nos revelou
nao haver diferencas significativas em nenhuma das fragdes de hemoglobinas (HbS,
HbF ou HbA,), tabela 11, ou no grau de anemia (niveis de Hb equivalentes), tabela
12. Tampouco houve diferencas para o RDW, HDW e CHDW, tabela 12, os quais
haviam se revelado distintos no estudo entre os grupos A e B de pacientes. Houve
diferencas significativas apenas na proporcao de células hiperdensas (% hiper) na
CHCM laser (que reflete a média da concentragcdo interna de hemoglobina nos
eritrécitos) e no grau de leucocitose entre os pacientes do sexo feminino e
masculino (leucdcitos = 18.300/mm? para sexo feminino contra 12.600/mm? para o
sexo masculino, p = 0,007), tabela 12. A analise dos indices do reticulograma
demonstrou diferenga significativa entre o VCMr e 0 % de hipodensidade dos
reticuldcitos dos pacientes do sexo feminino que foram maiores que os do sexo
masculino, com p de respectivamente 0,046 e 0,04, tabela 13, o que sugere haver
saida mais precoce da medula dos reticul6citos das mulheres que dos homens.

Entretanto, como estes marcadores acima referidos como distintos entre
0S sexos nao apresentaram qualquer diferenca na avaliacdo da estabilidade clinica
dos pacientes, os dados sugerem que a distincdo do sexo ndo deva conferir

qualquer prognostico diferencial entre os pacientes com anemia falciforme.

6 CONCLUSAO

Os pacientes com anemia falciforme revelaram grande variagao nos niveis
de hemoglobina fetal (14,2 + 8,6% com CV de 60,7%).

Os pacientes com talassemia falciforme revelaram menor variagdo nos
niveis de hemoglobina fetal (13,1 £ 4,1 % com CV de 31,3 %), que os pacientes com
anemia falciforme.

Houve forte associacdo entre os niveis de hemoglobina fetal e a
estabilidade clinica, revelando que pacientes portadores de anemia falciforme com
maiores niveis de hemoglobina fetal tendem a ser mais estaveis.

Pacientes com anemia falciforme instaveis clinicamente revelaram ter

menores e mais homogéneos niveis de hemoglobina fetal que os estaveis.
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Nao houve qualquer associacdo entre os niveis de hemoglobina A; e a
estabilidade clinica do pacientes com anemia falciforme.

Pacientes com menos de 11 anos de idade com anemia falciforme
revelaram maiores niveis de hemoglobina fetal, menores niveis de hemoglobina S e
menor propenséao a instabilidade clinica que os maiores de 11 anos.

A distincdo entre os sexos parece nao predizer qualquer progndstico de
estabilidade clinica em pacientes com anemia falciforme.

A diminuicao do VCM, da HCM, do CHDW, o elevado % de micrécitos e a
auséncia de eritrécitos com mais de 120,0 fl de volume, séo fortes marcadores da
talassemia falciforme e podem ser utilizados no diagnostico diferencial desta
patologia com a anemia falciforme, independente da presenca de células em foice
no hemograma.

A diminuicao do VCMr, da HCMr, e a elevada proporcao de reticulocitos
proporcionalmente pouco hemoglobinizados, sado fortes marcadores da talassemia
falciforme e podem ser utilizados no diagnéstico diferencial desta patologia com a
anemia falciforme.

O nivel de Hb total, RDW, CHDW e HDW, principalmente o HDW,
revelaram forte correlacdo com os niveis de hemoglobina fetal nos pacientes com
anemia falciforme e podem ser utilizados na pratica laboratorial na avaliacao clinica
destes pacientes.

Pacientes clinicamente instaveis tendem a ter maiores percentuais
macrécitos hipodensos de hemoglobina, o0s macrdcitos policrométicos ou
reticuldcitos, e maior numero de células microciticas, que correspondem as células
em foice.

Os pacientes com anemia falciforme com maior instabilidade clinica

tendem a ter maiores contagens de reticulécitos que os mais estaveis.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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