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Artigo de Revisao/Review

Avaliacao de clone HPN em pacientes com sindromes

mielodisplasicas

HPN clone evaluation in patients with mielodisplasic sindromes

Bruna Rios de Larrazabal?

André Luiz Cavalcanti Santos’

Felipe Rocha da Costa’

Ana Elita de Brito?

Maria Amélia Batista Neves'

Cintia Gonsalves de Faria Machado?

INTRODUCAO

Resumo

A hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) é uma desordem da célula-tronco hematopoiética,
resultante de uma mutagéo somatica no gene PIG-A, que esta envolvido na sintese do
glicosilfosfatidil-inositol (GPI), ancora de varios antigenos de membrana, como as proteinas
CD55 e CD59. Uma variavel populagéao de células com deficiéncia nessas proteinas pode
estar presente em pacientes com anormalidades na medula dssea sem apresentar sinais
da sindrome HPN classica, constituindo uma subcategoria classificada como HPN associ-
ada a desordens medulares. As sindromes mielodisplasicas (SMDs) séo doengas
hematoldgicas clonais com apresentagéo heterogénea que resultam em insuficiéncia me-
dular progressiva e evolugéo para leucemia aguda. Para avaliar a evolugéo da doenga, novos
parametros vém sendo considerados, como, por exemplo, a necessidade transfusional,
onde os subtipos de pior progndstico tendem a cursar com maior aporte de transfusées.
Além disso, a presenga de clone HPN vem sendo avaliada também como um possivel
indicador da necessidade transfusional. Este trabalho avaliou a presenca de clone HPN por
citometria de fluxo em 27 casos de SMDs, identificando uma frequéncia de clone em 14,8%
dos casos, aparentemente ndo havendo relagdo entre presencga de clone com a necessi-
dade de transfusdes. No entanto, observou-se que os subtipos de pior prognéstico (AREB
Il e AREB I) foram os mais dependentes de transfuséo, além de identificar entre os grupos
de melhor prognéstico (AR e ARSA) aqueles com maior necessidade transfusional, corres-
pondendo a 44,5% e 33, 3% respectivamente. Estes achados consolidam dados da litera-
tura recente contribuindo com a melhor compreenséo do curso clinico e uma atualizagéo
diagnéstica/prognéstica para as SMDs.

Palavras-chave
Hemoglobindria paroxistica noturna; Sindromes mielodisplasicas; Citometria de fluxo;
Dependéncia transfusional.

sivel, especifica e considerada o padréo ouro para o diag-
nostico de HPN é a determinacéo, por citometria de fluxo

A hemodglobinuria paroxistica noturna (HPN) é uma
desordem da célula-tronco hematopoiética resultante de
uma mutacado somatica no gene PIG-A, localizado no cro-
mossomo X, que esta envolvido na sintese do glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI), ancora de varios antigenos de mem-
brana, como as proteinas CD55 (Fator acelerador da de-
gradacao das convertases do complemento ou DAF) e
CD359 (Inibidor da lise de membrana ou MIRL), que séo
reguladoras do sistema complemento. Nas células HPN, a
sintese desta ancora é deficiente e, como consequéncia,
as multiplas proteinas ligadas ao GPI poderéo néao se ex-
pressar na superficie celular, tornando-as vulneraveis ao
efeito litico do complemento ativado."5 Aprova mais sen-

(CMF), da auséncia ou diminuicdo das proteinas ligadas
ao GPI dos eritrocitos, leucécitos ou plaquetas. A utiliza-
¢éo da CMF tem vantagens sobre os outros métodos clas-
sicos: analisa o defeito molecular nos leucécitos (ndo sé
nos eritrocitos), quantifica a deficiéncia (nUmero de célu-
las HPN em proporgéo) e permite avaliar a evolugéo da
doenga com base na quantificacdo do nimero de células
HPN.2468 Apesar de ser a ferramenta de escolha para o
diagnéstico e monitoramento de HPN, ainda ndo ha um
consenso de qual seria a melhor escolha de anticorpos
monoclonais para identificacéo da doenca. Historicamen-
te sdo analisadas as deficiéncias dos antigenos CD55 e
CD59,® e, mais recentemente, foram estabelecidos crité-

'"Fundagédo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — Hemope — Recife - PE, Brasil.

2Universidade de Pernambuco — UPE- Recife - PE, Brasil.

Trabalho realizado na Fundagéo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — Hemope — Recife - PE, Brasil.

Artigo recebido em 05/08/2011
Artigo aprovado em 28/09/2016
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rios, pela Clinical Cytometry Society PNH Guidelines, in-
dicando outras associagdes de anticorpos mais sensiveis
para a identificagdo de clone HPN nas diferentes linhagens
celulares. Por outro lado, por este mesmo guideline, a
determinacéo da sensibilidade (cut off) € conceituada como
uma analise de alta sensibilidade (0,01%) e/ou analise de
rotina (a partir de1%). No entanto, porcentagens de clone
a partir de 10% é que séo consideradas com significancia
clinica.®

Uma variavel populagcédo de células com deficiéncia
nessas proteinas ancoradas a GPI pode estar presente em
pacientes com anormalidades na medula 6ssea sem apre-
sentar sinais clinicos ou laboratoriais da sindrome HPN cléas-
sica, constituindo uma subcategoria classificada como HPN
associada a desordens medulares.®9

Por sua vez, as sindromes mielodisplasicas (SMD)
compreendem um grupo de alteragdes hematopoiéticas de
natureza clonal com ampla variagéo de manifestagdes clini-
cas, as quais tém em comum diferentes graus de insuficién-
cia medular. Sao caracterizadas, principalmente, pela as-
sociagcao de hematopoiese displasica e citopenias periféri-
cas combinadas. Sdo comuns nos individuos com idade
superior a 60 anos, também podendo ocorrer apés exposi-
¢ao a agentes mielotoxicos, quimioterapia antineoplasica e
transplantes autélogos. O diagnoéstico das SMDs é basea-
do em dados do hemograma, na analise citol6gica, cito-
quimica e histopatolégica da medula éssea, o estudo
citogenético e a exclusé@o de causas nao clonais.!"*'9 A clas-
sificacdo atual das SMDs é a preconizada pela Organiza-
¢éo Mundial de Saude (OMS), que identifica os seguintes
subtipos: citopenias refratarias com displasia unilinhagem
(CRDU), anemia refrataria com sideroblastos em anel
(ARSA), citopenia refrataria com displasia multinhagem
(CRDM), citopenias refratarias com displasia multinhagem
sem ou raros blastos (CRDM), anemia refrataria com ex-
cesso de blastos (AREB), sindrome mielodisplasica com
del(5q) isolada, SMD néo classificada e sindrome mielo-
displasica da infancia. No prognéstico das SMDs empre-
ga-se o International Prognostic Scoring System (IPSS),
um indice de escore prognéstico baseado no percentual de
blastos, nas alterag6es citogenéticas e no nimero e na
magnitude das citopenias. Recentemente foi proposta a
integracéo do IPSS com a classificagdo da WHO — o0 WPSS
(WHO classification based prognostic scoring system) —
que considera a dependéncia transfusional como fator de
impacto prognéstico negativo na sobrevida global dos pa-
cientes com SMDs, em especial nos pacientes de baixo ris-
co, e propde um modelo de estratificagédo de risco em cinco
categorias com sobrevida mediana que varia de 8 meses a
136 meses.'>14

Aproximadamente 12,8%-20% dos pacientes com
SMDs apresentam clone HPN, detectado através da
citometria de fluxo. Esta associagcdo entre SMDs e HPN

permanece obscura, ao contrario da bem caracterizada
associacgao entre anemia aplastica e HPN.(16.17.18-21)

As recentes descobertas que a presenca de clone HPN
possa estar associada a diferentes desordens medulares
levou o Grupo Internacional de Interesse em HPN a desenvol-
ver uma classificacao que leva em consideracao manifesta-
¢Oes clinicas e a historia natural entre os pacientes com HPN.
Foram propostas trés subcategorias: HPN classica, HPN
associada a outra desordem da medula 6ssea e HPN sub-
clinico. Aidentificagéo de HPN subclinico apresenta relevan-
cia clinica, pois recentes estudos sugerem que pacientes com
uma pequena populagao de células HPN em combinagéo com
AA ou anemia refrataria/SMD tém uma alta probabilidade de
responder a terapia imunossupressora.®1822 Com base nes-
sa classificacao, varios estudos tém sido desenvolvidos com
o intuito de esclarecer a papel do clone HPN nas SMDs e se
sua presenca interfere de alguma maneira com o curso
evolutivo da doenca.

Desta forma, desenvolveu-se estudo semelhante
objetivando identificar a correlagédo entre clone HPN e as
SMDs na regido de Pernambuco, Nordeste do Brasil, com-
parando os resultados obtidos com os da recente literatura.

MATERIAL E METODOS

A amostra consistiu em 27 pacientes adultos de am-
bos os sexos, com diagnostico de SMD, tendo sido aprova-
do pelo comité de ética em pesquisa da instituicéo (Pare-
cer No. 010/08).

O diagnéstico de SMDs foi baseado em critérios ob-
servados no hemograma, mielograma, bidpsia 6ssea e
citogenética. Exames complementares como dosagens de
DHL, bilirrubina, vitamina B12, acido félico e sorologias para
doencas virais também foram realizados, compondo os cri-
térios diagnosticos exigidos para definicdo de SMD. A clas-
sificacdo empregada foi a da WWHO 2008. A principio consi-
deraram-se dois grupos de SMDs: o primeiro com proba-
bilidade de maior necessidade transfusional — risco alto
(AREB | e Il, SMDs hiperfibrética e hipoplasica) e o segun-
do com menor probabilidade — risco baixo (AR, ARSA e
sindrome 5g-).

Para a quantificagdo do clone HPN através da CMF,
foram coletados 5 mL de sangue periférico dos pacientes e
de doadores saudaveis em tubo para hemograma do tipo
"vacuntainer" contendo EDTA, sendo coletado um doador
para cada paciente estudado. Os anticorpos monoclonais
empregados foram o anti-CD55 e anti-CD359, sendo o pri-
meiro conjugado com o fluorocromo isotiocianato de fluores-
ceina (FITC) e o segundo conjugado com o fluorocromo
ficoeritrina (PE).

O teste foi aplicado apenas em granulécitos devido
ao estado politransfundido da maioria dos pacientes, o que
levaria a resultados erréneos no teste em hemacias.

RBAC.2018;50(2 supl.2):S3-7
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Para a analise de granulécitos, utilizaram-se 100 pL
de sangue periférico diluidos com 95 pyL de solugdo
tamponada com fosfato (PBS). A esta diluicdo adicionaram-
se 5 pyL de cada anticorpo especifico (gamma 1 FITC/
gamma 1 PE para controle negativo, anti-CD55 FITC ou anti-
CD59 PE nos tubos de controle normal e nos tubos de amos-
tra dos pacientes). Ap6s o periodo de incubacéo de trinta
minutos a temperatura ambiente e no escuro, os eritrécitos
foram lisados por dez minutos (FACS Lysing Solution) na
proporcao de 1:10 com agua destilada. Apo6s a lise, os tu-
bos foram levados a centrifugagéo a 2.000 rpm por dois mi-
nutos; depois da primeira centrifugacdo, as células foram
lavadas com 1 mL de PBS, centrifugando-se a 2.000 rpm
por dois minutos e, finalmente, 1 mL de PBS foi adicionado
para ressuspenséo celular.

As células foram posteriormente adquiridas no cit6-
metro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, BD, San
Jose, C.A) através do software CellQuest (Becton-Dickinson,
BD), inicialmente avaliadas em um grafico de disperséo de
pontos (dot plot) em relagéo ao seu tamanho, FSC (Forward
Scatter) e complexidade citoplasmatica, SSC (Side Scatter),
delimitando uma regido com as células de interesse
(granulécitos). Foram adquiridos 10 mil eventos para cada
amostra, considerando as expressdes de cada antigeno
separadamente.

Os resultados da CMF foram expressos em valores
percentuais, dividindo as células em positivas, >10% de de-
ficiéncia para os antigenos pesquisados ou em negativas
para a deficiéncia. Foram construidos histogramas para
cada antigeno pesquisado, sendo identificadas duas regi-
Oes, aregidao M1, onde se localizam os eventos negativos
para o determinado antigeno e a regidao M2, onde os even-
tos positivos sado exibidos.

Para a analise estatistica dos resultados foi aplicado
o teste Exato de Fisher para as variaveis explicativas clone
HPN e transfusdo em relacdo a variavel dependente, o
subtipo de SMDs, com a finalidade de verificar a existéncia
de associagdo em nivel inferior a 5% (p< 0,095), no software
SPSS versao 15, como também verificar a associagéo en-
tre o clone HPN e a variavel transfusdo, ao mesmo nivel de
significancia.

RESULTADOS

Dos 27 pacientes portadores de SMDs avaliados no
estudo, 14,8% apresentaram clone HPN >10%. Os resulta-
dos referentes ao teste Exato de Fisher indicaram que a
variavel clone HPN (p=0,663) nédo teve associagao signi-
ficante estatisticamente (p<0,05) com a variavel grupos de
risco de SMDs para necessidade transfusional, o que se
demonstra nos Quadros 1 e 2.

A necessidade transfusional esteve presente em 100%
dos pacientes com AREB Il, numa média de trés concentra-

RBAC.2018;50(2 supl.2):S3-7

dos de hemacia por més (CH/més) e em 66,6% das AREB |
com média de 1CH/més, subtipos estes com maior proba-
bilidade de transformacéao leucémica; nos subtipos em que
esta probabilidade é menor, a necessidade transfusional foi
a seguinte: 50% das Sindromes 5g- tiveram uma média de
3CH/més, 44 5% das AR uma média de 1CH/més e 33,3%
das ARSA com uma média de 2CH.

Entretanto, o nimero de transfusdes (p=0,062) ndo teve
associacao significante estatisticamente com a probabili-
dade de transformacéao leucémica (Quadro 3).

Quadro1 - Associagéo entre clone HPN e grupos de risco de SMDs
para necessidade transfusional

Grupos de risco

High Low Total

Clone HPN Sim Count 3 1 4
% within clone HPN  75,00%  25,00% 100%

Nao Count 16 7 23
% within clone HPN  69,60%  30,40% 100%

Total Count 19 8 27
% within clone HPN  70,40%  29,60% 100%

Quadro 2 - Numeros de transfusdes x Clone HPN

Clone HPN

Sim Nao Total

Transfuséo Nenhuma 2 9 11
% within transfusao 18,20% 81,80% 100%

pelo menos uma 2 14 16
% within transfusdo  12,50%  87,50% 100%

Total Count 4 23 27
% within transfusao 14,80% 85,20% 100%

Quadro 3 - Numero de transfusdes x probabilidade de transformagéo
leucémica

Probabilidade de

transformacgao
leucémica

High Low Total

Transfusao Nenhuma 10 1 11
% within transfusao 90,90% 9,10% 100%

pelo menos uma 9 7 16
% within transfusdo  56,30%  43,80% 100%

Total Count 19 8 27
% within transfusao 70,40% 29,60% 100%

DISCUSSAO

A frequéncia de clone HPN detectada nas SMDs foi
compativel com o citado pela literatura, onde de 12% a 20%
dos pacientes com SMD apresentam clone HPN, detecta-
do através da CFM de rotina, enquanto que essa frequéncia
chega até 55% utilizando-se a citometria de alta per-
formance (> 0,01% de células HPN), que néo foi aplicada
neste trabalho.
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Ja com relagdo a andlise da necessidade trans-
fusional por subtipo de SMDs com maior ou menor proba-
bilidade de transformacéo leucémica, os resultados deste
estudo revelaram que nao ha diferenca significativamente
estatistica entre os dois grupos, valorizando o conceito que
ha subtipos de menor probabilidade de transformacao
leucémica (AR, ARSA, por exemplo), mas que também
cursam com uma alta necessidade transfusional, informa-
¢do esta muito relevante para a nova proposta de indice
prognéstico, o WPSS.

Finalmente, a auséncia de correlacédo entre as varia-
veis estudadas (presenca de clone HPN, subtipo de SMDs
e necessidade transfusional) observada, parece refletir a
pequena amostragem do estudo, mas mostrou a importan-
cia de incorporar esta metodologia no estudo de SMDs em
nossa regiao, ampliando o nimero de casos, como tam-
bém inserindo dados que melhor definam grupos prognoés-
ticos.
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Abstract

Nocturnal paroxysmal hemoglobin (NPH) is hematopoietic stem cell
disorder resulting from a somatic mutation in the PIG-A gene, which is
involved in the glycosylphosphatidyl-inositol (GPI) synthesis, anchor
of several membrane antigens, such as CD55 and CD59. A variable
population of cells deficient in these proteins may be present in patients
with abnormalities in the bone marrow without showing signs of classical
NPH syndrome, constituting a subcategory classified as NPH associated
with spinal disorders. Myelodysplastic syndromes (MDS) are clone
hematological diseases with heterogeneous presentation that results
in progressive spinal insufficiency and progression to acute leukemia.
To evaluate the evolution of the disease, new parameters have been
considered, for example, the transfusion necessity, where the subtypes
of worse prognosis tend to attend with greater transfusion. In addition,
the presence of NPH clone has also been evaluated as a potential
indicator of transfusional need. To evaluate the evolution of the disease,
new parameters have been considered, for example, the transfusion
necessity, where the subtypes of worse prognosis tend to attend with
greater transfusion. This work evaluated the presence of NPH clone
by flow cytometry in 27 cases of MDS, identifying a clone frequency in
14% of the cases, apparently with no relation between presence of
clone with the need for transfusions. However, it was observed that the
worst prognostic subtypes (AREB Il and AREB |) were the most
dependent on transfusion, as well as identifying the groups with the
best prognosis (RA and ARSA) with the greatest transfusion
requirements, corresponding to 44.5% and 33.3%, respectively. These
findings consolidate the data from recent literature, contributing to a
better understanding of the clinical course and a diagnostic / prognostic
update for MDS.

Keywords
Nocturnal paroxysmal hemoglobin;, Myelodysplastic syndromes; Flow
cytometry; Transfusion dependency

REFERENCIAS

.Aratjo CJ, Soares FVM, Rocha FD, Silva HF, Nogueira JOL, Correia
JW, et al. Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: relato de dois ca-
sos. Rev bras hematol hemoter. 2002. 24(4):1-7.

2. Besa EC, Woermann U. Paroxysmal Nocturnal hemoglobindria. 48th
ed. New York, NY: McGraw-Hill Book Co. 2009. Disponivel em: http:/
/www.emedicine.com/med/topic2696.htm.

3. Marquez J D, Carvalho C. Hemoglobinuria Paroxistica Noturna. Rev
Med Transf 2001,;8:21-26.

4.Zago MA, Falcao RP, Pasquini R. Hematologia Fundamentos e Pra-
ticas. Atheneu - Sao Paulo, 1° edigéo: 163-168, 2004.

. Hillmen P1, Lewis SM, Bessler M, Luzzatto L, Dacie JV. Natural
history of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. N Engl J Med. 1995
Nov 9;333(19):1253-8.

6. Modesto TM, Neves MA, Brito AE, Aratdjo RCP, Santos NFG,
Valgueiro MC, et al. Importancia e vantagem da citometria de
fluxo frente aos testes de triagem no diagnéstico da hemo-
globinuria paroxistica noturna. Rev bras hematol hemoter. 2006;
28(4):275-9.

7. Hillmen P, Richards SJ. Implications of reent insights into the
pathophysiology of paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. Br J
Haematol. 2000 Mar;108(3):470-9.

8. Parker C, Omine M, Richards S, Nishimura J, Bessler M, Ware R,
et al; International PNH Interest Group. Diagnosis and management
of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 2005 Dec 1;106(12):
3699-709.

9. Borowitz MJ, Craig FE, Digiuseppe JA, lllingworth AJ, Rosse W,
Sutherland DR, et al; Clinical Cytometry Society. Guidelines for the
diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
and related disorders by flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom.
2010 Jul;78(4):211-30.

10. Magalhdes SMM. Sindromes mielodisplasticas: diagndstico de ex-
cluséo. Rev bras hematol hemoter. 2006;28(3):175-7.

11. Niero-Melo L, Resende LSR, Gaiolla RD, Oliveira CT, Domingues
MAC, Moraes Neto FA. Diretrizes para diagnéstico morfolégico em
sindromes mielodisplasicas. Rev bras hematol hemoter. 2006;
28(3):167-74.

12. Vassallo J, Magalhdes SMM. Sindromes mielodisplésicas e
mielodisplasicas/ mieloproliferativas. Rev bras hematol hemoter.
2009;31(4):267-72.

13. Bennett JM. A comparative review of classification systems in
myelodysplastic syndromes (MDS). Semin Oncol. 2005 Aug;32(4
Suppl 5):S3-10.

14. Greenberg PL. Myelodysplastic syndromes: clinical and biological
advances. 12 edigdo- United Kingdom: Cambridge, 2006.

15. Komrokji RS, Bennett JM. Evolving classifications of the
myelodysplastic syndromes. Curr Opin Hematol. 2007 Mar;14(2):
98-105.

16.Wang H, Chuhjo T, Yasue S, Omine M, Nakao S. Clinical significance
of a minor population of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria-type
cells in bone marrow failure syndrome. Blood. 2002 Dec
1;100(12):3897-902.

17.Wang SA, Pozdnyakova O, Jorgensen JL, Medeiros LJ, Stachurski
D, Anderson M, et al. Detection of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria clones in patients with myelodysplastic syndromes
and related bone marrow diseases, with emphasis on diagnostic
pitfalls and caveats. Haematologica. 2009 Jan;94(1):29-37.

18. Okamoto M, Shichishima T, Noji H, Ikeda K, Nakamura A, Akutsu K,
et al. High frequency of several PIGA mutations in patients with
aplastic anemia and myelodysplastic syndrome. Leukemia. 2006
Apr;20(4):627-34.

19. Maciejewski JP, Rivera C, Kook H, Dunn D, Young NS. Relationship

between bone marrow failure syndromes and the presence of

glycophosphatidyl inositol-anchored protein-deficient clones. Br J

Haematol. 2001 Dec;115(4):1015-22.

N

[¢)]

RBAC.2018;50(2 supl.2):S3-7



Avaliagéo de clone HPN em pacientes com sindromes mielodisplasicas

20. Horikawa K, Nakakuma H, Kawaguchi T, Iwamoto N, Nagakura
S, Kagimoto T, et al. Apoptosis resistance of blood cells from patients
with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, aplastic anemia, and
myelodysplastic syndrome. Blood. 1997 Oct 1;90(7):2716-2.

21 Zhang L, Qi JY, Zhang FK, Qiu LG. Detection of CD59-deficient
granulocytes in a patient with advanced myelodysplastic syndrome.
Chin Med J (Engl). 2009 Sep 5.

22.Young NS. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and myelodysplastic
syndromes: clonal expansion of PIG-A-mutant hematopoietic cells
in bone marrow failure. Haematologica. 2009 Jan;94(1):3-7

Correspondéncia

Bruna Rios Larrazabal

Av. Boa Viagem, 2594, apto 401, Boa Viagem,
50020010 - Recife-PE
bruna_rios@hotmail.com

RBAC.2018;50(2 supl.2):S3-7



Artigo de Revisao/Review

Triagem neonatal de hemoglobinopatias em Maringa - PR
Hemoglobinopathy newborn screening in Maringa - PR

Thiely Karine Balensiefer
Mirian Ueda Yamaguchi?

Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de hemoglobinopatias a partir de resul-
tados de triagem neonatal arquivados em um laboratério de Maringa,PR. As mutagdes nos
genes que codificam as cadeias alfa (o) e beta () da molécula de hemoglobina sdo denomi-
nadas de hemoglobinopatias estruturais. Quando ocorre redugéo na sintese das cadeias de
globinas, as hemoglobinopatias denominam-se talassemias. A forma heterozigota (HbS) é
denominada portador do trago falciforme e a homozigota (HbSS) é denominada anemia
falciforme. Os resultados coletados sao referentes ao periodo de janeiro de 2007 a outubro
de 2010. Foram analisados 1.005 laudos disponiveis, 13 eram portadores do traco falciforme,
sendo trés portadores sugestivos de talassemia, cinco portadores de hemoglobina C e 984
eram normais. A prevaléncia encontrada, quando comparada com regides nordestinas, é
baixa, pois o trago falciforme distribui-se heterogeneamente; entretanto, sua prevaléncia
aumenta onde a proporgao de antepassados negros & maior (Nordeste). De acordo com a
estrutura do sistema de salide de Maringa, pode-se observar que a triagem para hemoglobinas
anormais vem sendo realizada, mas ha necessidade de rever as condutas de acesso aos
reaultados e acompanhamento aos portadores de hemoglobinopatias.

Palavras-chave

Hemoglobinopatias; Triagem neonatal; Anemia falciforme.

INTRODUCAO

As hemoglobinopatias resultam de mutagdes nos
genes que codificam as cadeias globinicas alfa (o) e beta
(B) da molécula de hemoglobina, sendo denominadas des-
sa forma de hemoglobinopatias estruturais. Quando ha re-
ducédo da taxa de sintese de uma ou de varias cadeias de
globinas, as hemoglobinopatias denominam-se talasse-
mias.("?

As hemoglobinopatias mais frequentes e com signifi-
cado clinico sdo as variantes estruturais para as hemoglo-
binas S e C (HbS e HbC).® No geral, os pais sdo portado-
res assintomaticos de um Unico gene afetado (heterozigotos),
produzindo HbA e HbS (HbAS), transmitindo, cada um de-
les, o gene alterado para a crianca, que assim recebe o
gene anormal em dose dupla (homozigoto HbSS).®

A HbS é a doenca hereditaria mais comum no Brasil,
introduzida pelo trafico de escravos. As manifestacdes clini-
cas sao conhecidas como doengas falciformes, incluindo a
anemia falciforme (a forma homozigética) e as combinacdes
com a HbC, p-talessemia ou HbD e outras.®

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos indivi-
duos homozigotos envolvem crise dolorosa devido a
oclusdes intermitentes da microcirculacdo e isquemia das

regides acometidas, sindrome toracica aguda, crise
aplasica, uUlceras de perna, manifestagdes hepatobiliares e
oculares, sindrome renal, complicacdes cardiovasculares e
infecgbes. Qualquer infecgdo bacteriana no individuo com
anemia falciforme tem grande potencial de evoluir para
sepse, muitas vezes com éxito letal se ndo for identificada e
tratada precocemente. Tais manifestacdes clinicas ndo apa-
recem durante os primeiros seis meses de vida e os indivi-
duos ficam assintomaticos devido aos altos niveis de
hemoglobina fetal.®®

Os heterozigotos (HbAS) séo classificados como por-
tadores de traco falciforme (FAS) e sdo geralmente assin-
tomaticos, apresentando sintomas apenas em casos onde
ha diminuicado da presséo parcial de oxigénio. A importan-
cia de seu diagnéstico é para o aconselhamento genético
da populagéo afetada, pois tém possibilidade de gerar fi-
Ihos com a forma grave, a doenga falciforme.!"® O aconse-
Ihamento genético na doenca falciforme tem objetivo primor-
dialmente assistencial e educativo, ou seja, o de permitir a
individuos ou familias a tomada de decisdes consistentes e
psicologicamente equilibradas a respeito da procriagdo. Ao
profissional que fornece aconselhamento genético é veda-
do recomendar, sugerir, indicar ou exigir conduta dos seus
aconselhados."?
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2Docente Curso de Farmécia — Centro Universitéario de Maringd — Cesumar— PR, Brasil.
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A hemoglobina C (HbC) é frequente entre povos da
Africa, especialmente nos paises da regido ocidental deste
continente, onde a prevaléncia da heterozigose para HbC
(ou HbAC) alcanca 30% da populacdo. Os portadores
heterozigotos (FAC) séo assintomaticos, ndo tém anemia e
nado apresentam evidéncia do aumento da destruicéo pre-
coce dos eritrocitos. O estado de homozigose HbC (ou
HbCC) é caracterizado por anemia hemolitica de intensida-
de variavel.("

Nas talassemias (IHb) ocorre a reducéo da sintese de
uma ou mais cadeias de globina, desequilibrando as quan-
tidades relativas destas. A mutagéo reduz o nivel de sintese
da cadeia alfa (o) e beta (B3), e esta redugéo produz uma
distorcao da proporgéao de cadeia. A cadeia, que é produzi-
da na taxa normal, estd em excesso dada a auséncia de
uma complementar com a qual possa formar o tetramero.
As cadeias normais em excesso precipitam na célula, le-
sando a membrana e provocando destruicdo prematura das
células, o que resulta no desenvolvimento de anemia
microcitica e hipocrémica. As formas de talassemia alfa sdo
resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou quatro genes
alfa. Seus portadores séo caracterizados segundo o nime-
ro de genes afetados.('2'®

As talassemias beta sédo mais heterogéneas do que
as do tipo alfa. Caracterizam-se por uma alteragéo quan-
titativa da sintese de globinas beta e, consequentemente,
as globinas alfa, que séo sintetizadas normalmente, acu-
mulam-se nos eritrécitos, durante a eritropoiese, causan-
do agregacao e precipitacédo. Os precipitados, formados
em quantidades variaveis, danificam a membrana e des-
troem prematuramente essas células, provocando a ane-
mia.(""

Para a prevencao e controle das hemoglobinopatias
foi instituido no Brasil, conforme a Portaria n® 822, do Minis-
tério da Saude, publicada em 2001, o Programa Nacional
de Triagem Neonatal (PNTN), buscando atingir cobertura
de 100% dos recém-nascidos vivos, cumprindo desta for-
ma com os principios de equidade, universalidade e
integralidade que devem pautar as acdes de saide. O
PNTN tem como objetivo a triagem com deteccéo de ca-
sos suspeitos, confirmacéao diagnéstica, acompanhamen-
to e tratamento dos casos identificados e prestar orienta-
¢bes aos pais.(™

Séo poucas as enfermidades que cumprem os crité-
rios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) para ser objeto de triagem neonatal. Os critérios
podem ser resumidos em cinco pontos: a doencga tem alta
morbidade (mental e fisica) e mortalidade se nao for
diagnosticada no periodo neonatal; a doencga néo se de-
tecta clinicamente por um simples exame fisico no periodo
neonatal; tratamento eficaz deve estar disponivel; a doen-
ca tem incidéncia relativamente alta (>1/10.000-15.000 re-
cém-nascidos); e existir um procedimento analitico de tria-
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gem rapido, confiavel e de baixo custo. Portanto, de acor-
do com os critérios da OM, as hemoglobinopatias séo do-
encas que estdo incluidas em alguns programas de tria-
gem neonatal europeus.('®

As dificuldades para o diagnéstico laboratorial de
hemoglobinopatias se apresentam quando ndo ha conheci-
mento cientifico e técnico para efetuar o estudo destas
hemoglobinopatias, informacgdes sobre a suspeita clinica do
paciente, informacdes relativas ao eritrograma e, em espe-
cial, dos indices hematimétricos, possibilidade de realizar
a repeticdo dos exames do paciente e a possibilidade de
realizar os exames nos pais do paciente.('®

Devido a grande miscigenacao dos povos (e geno6-
tipos) que ocorreu no Brasil, o estudo de hemoglobinopatias
e o seu diagnéstico precoce tornam-se essenciais para o
acompanhamento destes e de seus portadores. Portanto,
de acordo com a heterogeneidade da populacédo de
Maringa, formada por descendentes de grupos étnicos de
portugueses, italianos, aleméaes, poloneses, ucranianos,
holandeses, espanhdis, japoneses, arabes e negros, o ob-
jetivo deste trabalho foi estabelecer a prevaléncia de
hemoglobinopatias a partir de laudos disponiveis em um
laboratério da cidade e comparar a frequéncia dos diferen-
tes tipos de hemoglobinopatias observadas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados resultados de 1.005 exames de tri-
agem para hemoglobinopatias de recém-nascidos atendi-
dos em uma maternidade em Maringa, PR, no periodo de
janeiro de 2007 a outubro de 2010. Os testes foram realiza-
dos pela Fundagdo Ecuménica de Protecdo ao Excepcio-
nal (FEPE) por meio de eletroforese pelo método de foca-
lizacao isoelétrica. Os laudos obtidos encontravam-se no
arquivo do laboratério desta maternidade.

A frequéncia de hemoglobinopatias observadas foi
comparada por meio da andlise de variancia (Anova) no
Programa R verséo 2.9.2 (R Development Core Team,
2009).

RESULTADOS

A prevaléncia de hemoglobinopatias foi de 2,09 % (21
casos) em 1.005 amostras de sangue coletadas de recém-
nascidos (Tabela 1).

Tabela 1 - Prevaléncia de hemoglobinopatias no periodo de janeiro
de 2007 a outubro de 2010 em laudos disponiveis em um laboratério
da cidade de Maringa, PR

Categorias Ne Individuos %
Portadores de hemoglobinopatias 21 2,09
Normais 984 97,91
Total 1.005 100
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Entre os 21 (2,09%) portadores de hemoglobinopatias,
trés apresentaram resultado indeterminado, sugestivo de
talassemia (IHb), 13 do tipo FAS e cinco do tipo FAC (Figu-
ra 1). Nao houve diferenca entre as frequéncia das
hemoglobinopatias observadas nos portadores (F2,18 =
1,71;p=0,2082; n = 21).

B Sériel; IHb;
14,30%; 14,3% B Sériel; FAC;

23,80%; 23,8%

sérV
61,90%; 61,9%

Figura 1. Hemoglobinopatias observadas no periodo de janeiro de 2007
a outubro de 2010 em laudos arquivados em um laboratério da cidade
de Maringa, PR. Onde: IHb (indeterminada/sugestivo de talassemia);
FAS (portador do trago falciforme) e FAC (portador do trago de
hemoglobina C).

DISCUSSAO

Segundo o Manual de Normas Técnicas e Rotinas
Operacionais do Programa de Triagem Neonatal do Minis-
tério da Saude," a idade minima para coleta da amostra é
de, pelo menos, 48 horas de vida, mas esse critério esta
relacionado com triagem da fenilcetonuria, pois criancas
com menos de 48 horas de vida ainda ndo ingeriram prote-
ina suficiente para serem detectadas de forma segura. Para
hemoglobinopatias, o ideal é que o tratamento seja iniciado
antes de 4 meses de vida para a adequada prevencao das
infeccdes e outras complicagdes frequentes que podem le-
var a morte da crianga. Neste estudo, os resultados positi-
vos para hemoglobinopatias foram coletados com, no ma-
ximo, sete dias ap6s o nascimento, devido a importancia
de se iniciar o tratamento necessario para a profilaxia da
doenca.

Os resultados apresentados por Seixas et al.,('® que
realizaram estudo no periodo de abril 2005 a maio 2006,
com amostras de sangue coletadas de 585 pessoas resi-
dentes no estado do Parana, mostram que houve maior
prevaléncia de resultado normal (AA) do adulto quando com-
parado com este estudo, porém as amostras analisadas por
eles foram coletadas de pessoas adultas, diferente da nos-
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sa analise. E importante destacar também que um estudo
encontrou, na cidade de Umuarama, o trago beta talassémico
em maior porcentagem (2,73%), enquanto que o trago
falciforme representou 2,05%, e, em relagéo a hemoglobina
C, foi encontrado 0,34% para heterozigotos, diferente des-
te estudo, onde encontramos maior porcentagem de porta-
dores do traco falciforme (1,3%), seguido dos portadores
do trago de hemoglobina C (0,49%). De acordo com Diniz
etal.," em estudo realizado no Distrito Federal, no periodo
de 2004 a 2006, a prevaléncia encontrada para o trago
falciforme e para anemia falciforme, respectivamente, foi de
2,9% e 0,007% em 2004, de 3,5% e 0,1% em 2005 e de
3,2% e 0,09% no ano de 2006. Esse alto indice de anemia
falciforme detectado no Distrito Federal pode ser explicado
pela proximidade do estado da Bahia, por ser rota migrato-
ria e pela sua posicdo geografica, pois é fronteira com o
estado de Minas Gerais, estados de alta prevaléncia. Em
outro estudo,® o estado de Minas Gerais apresentava 3%
de traco falciforme e a Bahia 5,3%, prevaléncia superior a
comparada com o Sul do pais.

A anemia falciforme prevalece particularmente em in-
dividuos de ancestralidade africana, mas também esté pre-
sente em populagdes do Mediterraneo, descendentes indi-
anos e hispanicos. Nos EUA, a prevaléncia da doenca en-
tre a populacéao afroamericana é estimada de ser um a cada
quatrocentos recém-nascidos.?" Na pratica, portanto, as
iniciativas governamentais voltadas para a anemia falciforme
no Brasil, assim como nos Estados Unidos, estdo intima-
mente ligadas as organizacdes da militdncia negra, o que
acaba por enfatizar a relagdo entre a doenca e os afro-
descendentes. Mesmo que se reconhecga que a doenca dis-
semina-se com a miscigenacao para os quatro cantos do
pais, a anemia falciforme fica cada vez mais associada a
"populagao negra".??

Na Africa Equatorial, 40% da populagéo é portadora,
e a doenca falciforme atinge uma prevaléncia de 2% a 3%
da populagéo.®

Estudo feito em Quebec, Canada, de 1988 a 2003,
mostrou que a triagem neonatal é viavel mesmo com pou-
cos recursos. Foram triados 9.619 neonatais, cujos paiou a
mae eram negros, e foi possivel identificar 8.142 normais,
1.012 portadores do traco falciforme e 386 portadores de
HbC, 37 HbSS e 35 HbSC. Dessas 72 criangas, 67 foram
imediatamente inscritas para acompanhamento clinico
multidisciplinar de doencga falciforme, e as cinco criangas
restantes nao inscritas no programa inicialmente foram
indicadas posteriormente para o acompanhamento. Neste
caso, pode-se considerar clinicamente efetivo o programa
de triagem, porque ele identificou 92,3% de pacientes em
risco nascidos em Sainte-Justine University Health Centre,
que passaram a receber cuidados médicos apropriados
antes de dez semanas de vida, ao contrario da média geral,
que é de 12 meses para criangas nao identificadas por um
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programa de triagem.?" Apesar de recém-nascidos e cri-
ancas muito jovens serem geralmente assintomaticas, de-
vido a presenca de Hb (HbF), a doenca falciforme pode estar
associada a alta morbidade e mortalidade, e a primeira
manifestacao clinica da doenca pode ser fatal. Vichinsky et
al.® mostraram que a taxa de mortalidade de pacientes com
doenca falciforme diagnosticada no periodo neonatal foi de
1,8%, enquanto que uma taxa de mortalidade de 8% foi en-
contrada quando os pacientes foram diagnosticados depois
de trés meses de idade. Os autores sugerem que a triagem
neonatal, quando associada a um acompanhamento exten-
sivo e educacional, diminui significativamente a mortalida-
de dos pacientes.

Cuba é o unico pais na América Latina a desenvolver
um programa de prevencao geral, oficial, de prevencéao das
hemoglobinopatias. O programa é baseado em mulheres
gravidas com 16 ou mais semanas de gestacéo. Se o teste
na gestacao fornecer indicacao de que ela é portadora de
um gene que condiciona hemoglobinopatias, é oferecida a
realizacdo do teste para o seu parceiro e o diagnéstico pré-
natal, baseado no DNA, para os casais em risco de terem
uma crianga homozigota. Um total de 90% daqueles nos
quais se diagnostica uma crianga afetada decide pela in-
terrupcéo da gestacgéo. Isso deveria levar a uma marcante
diminuigdo no nascimento de criangas afetadas, mas, na
pratica, essa diminui¢édo situava-se, em 1993, em apenas
32% dos casos. Assim acontecia devido ao fato de que os
casais eram detectados e abordados muito tardiamente,
guando o estado da gestagéo estava adiantado demais para
a pratica da interrupgéo.

Luz et al.?® realizaram um trabalho em Maringa, no
periodo de 2001-2006, onde foram estudados 20.529 re-
cém-nascidos, dos quais 859 foram detectados com algu-
ma doenca (fenilcetonuria, hipotireoidismo, hemoglo-
binopatias, fibrose cistica e deficiéncia de biotinidase) per-
tencente ao PNTN. Dentre estes, para hemoglobinopatias,
o numero de casos detectados foi de 474 (55,2%), tendo
diagnéstico confirmado apenas em seis (28,6%) casos. A
diferenca entre o nimero de casos detectados e os diag-
nosticados pode ser associada com alto indice de resulta-
dos falsos positivos, pois, de acordo com o Manual de Nor-
mas Técnicas e Rotinas Operacionais do Programa de Tri-
agem Neonatal do Ministério da Saude,!"® o objetivo da
triagem neonatal é a identificagdo de criancas de risco que
necessitem da confirmacéao diagnodstica, e resultados fal-
so-positivos ou falso-negativos sé@o possiveis de aconte-
cer em qualquer laboratério, e o resultado da triagem neo-
natal, como dado isolado, é informacéo insuficiente para
decisao diagnéstica. O teste de focalizagao isoelétrica re-
alizado na triagem neonatal para a deteccdo de hemo-
globinas anémalas néo permite distinguir homozigotos de
heterozigotos e, portanto, impde-se a realizacao posterior
de eletroforese de hemoglobinas.®)
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Em trabalho realizado em Dourados,MS®?” foram de-
monstrados 242 casos de hemoglobinopatias no periodo
entre 2001 e 2005, e a heterozigose para hemoglobina S
demonstrou incidéncia de 1,37%, de 0,37% para hemo-
globina C e de 0,007% para hemoglobina D. Nao foram di-
agnosticados casos de anemia falciforme. Foi ressaltada a
auséncia de casos de homozigose para hemoglobina S
(HbS) e para a beta talassemia durante os cinco anos estu-
dados, considerando que a regido de Dourados foi coloni-
zada por povos de diversas origens raciais e que teve in-
tensa influéncia de imigragdes gauchas.

Na Vila Séao Pedro, Pago do Lumiar, MA, em pesqui-
sa realizada em 2003, foram analisadas 371 criangas, iden-
tificando-se, entre estas, 17 portadores de hemoglobina S,
duas de hemoglobina C e nenhum caso da célula falciforme.
Esses valores representam uma frequéncia de 5,1% de cri-
ancas portadoras do tracgo falciforme e essa alta prevaléncia
de hemoglobina S no estado do Maranhdo pode ser justi-
ficada pelo fato deste ser o terceiro estado brasileiro em
populacédo negra.®®

Em Goias foirealizado, no periodo de agosto de 2003
a marco de 2004, um estudo com 404 estudantes da Uni-
versidade Catélica de Goias (UCG), oriundos de 55 cida-
des do estado. Obteve-se, como resultado, talassemia alfa
heterozigética — 5,2%, heterozigose para hemoglobina S
(HbAS) —2,2%, heterozigose para hemoglobina C (HbAC)
— 1%, talassemia beta menor — 0,7%, associagéo entre
talassemia alfa e heterozigose para HbS — 0,5%, associa-
cao entre talassemia alfa e heterozigose para HbC — 0,3%
e heterozigose para hemoglobina D (HbAD) — 0,3%. Ne-
nhum caso de homozigose foi encontrado no estudo. Essa
grande variacao encontrada no estado de Goias é explicada
pela origem do povo goiano, que teve contribuicéo de dife-
rentes etnias, inicialmente com os portugueses e os escra-
vos africanos, favorecendo a mesticagem entre eles. Pos-
teriormente ocorreram as migracdes internas oriundas de
Minas Gerais, Para, Maranh&o, Bahia, Séo Paulo e imigra-
¢bes de italianos, espanhois, alemaes, japoneses, tailan-
deses, libaneses, sirios, gregos e outros povos que, as ve-
zes, permanecendo no estado ou néo, deixavam ou leva-
vam consigo algum legado genético.®

No Brasil, o traco falciforme distribui-se heteroge-
neamente, sendo mais frequente onde a proporcéo de an-
tepassados negros da populacéo é maior (Nordeste). Além
da Africa e Américas, é hoje encontrada na Europa, em vir-
tude da migragao voluntaria da Africa e do Caribe, princi-
palmente para a Inglaterra, Franca, Bélgica, Holanda e Ale-
manha, e em grandes regides da Asia. No Sudeste do Bra-
sil, a prevaléncia média de heterozigotos (portadores) é de
2%, valor que sobe para cerca de 6%-10% entre negros e
pardos e no Nordeste do pais.©

Considerando que o resultado desse trabalho foi obti-
do a partir de laudos datados desde janeiro de 2007 e que
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permaneceram arquivados no laboratério da maternidade
até outubro de 2010, torna-se importante analisar se o Pro-
grama Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) esta cum-
prindo o seu proposito. Existe a possibilidade dos familia-
res terem obtido os resultados das triagens via on-line,
entretanto, neste caso, ndo ha registros ou controles que
confirmem se os 21 portadores de tragcos de hemoglobi-
nopatias tiveram acesso a esses resultados, e, conse-
quentemente, se houve acompanhamento e orientagao
adequados.

O PNTN possibilita a deteccao de tracos de hemo-
globinopatias, permitindo realizar prevengéo e controle das
manifestacdes clinicas da doenca. Sendo as hemoglobino-
patias consideradas um problema de saude publica, é es-
sencial que o programa alcance 100% de triagens em
nascidos vivos, garantindo assim o acesso a todos os re-
cém-nascidos, como menciona a portaria n°® 822 do Minis-
tério da Saude.

E necessario considerar que, muitas vezes, os pais
séo portadores heterozigotos, assintomaticos, e com pos-
sibilidade de gerar filhos homozigotos, que vao manifestar
a forma grave da doenca. Neste caso, o aconselhamento
genético permite que esses pais tenham conhecimento da
possibilidade de ter o filho com essas caracteristicas e que
eles tomem a decisdo de forma consciente a respeito da
procriacao.

CONCLUSOES

Neste trabalho podemos concluir que, devido a boa
estrutura do sistema de saude na cidade de Maringa, PR,
a coleta e realizacdo da triagem para pesquisa de hemo-
globinopatias em neonatos vem sendo realizada como
preconizada pelo PNTN. Entretanto, uma maior atencao
as condutas de acesso ao resultado dos exames, acom-
panhamento e orientagcdes adequadas aos familiares e
portadores de hemoglobinopatias precisam ser revisa-
das.

Abstract

The purpose of this work was to determine the prevalence of
hemoglobinopathies from newborn screening results stored in a
laboratory in Maringa city in Parana state. Mutations in the genes encoding
the alpha and beta chains of hemoglobin molecule are called structural
hemoglobinopathies. When there is a reduction in the synthesis of globin
chains, the hemoglobinopathies are called thalassemias. The
heterozygous form (HbS) is called sickle cell trait and the homozygous
(HbSS) form is called sickle cell anemia. The results are collected for
the period from January 2007 to October 2010.1005 available reports
were analyzed, 13 were carriers of sickle cell trait, being three suggestive
carriers of thalassemia, five hemoglobin C carriers and 984 were nor-
mal. The results found when compared with northern regions are low,
because the sickle cell trait is heterogeneously distributed, but where
the proportion of African ancestry is larger (northeast), its prevalence
increases. According to the structure of the health system of Maringa, it
can be said that collecting and screening have been performed, but it is
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necessary to review the conduct of access and monitoring of the
hemoglobinopathies cartiers.

Keywords
Hemoglobinopathies; Newborn screening; Sickle cell anemia.
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Alteragcdes hematoldgicas correlacionadas ao tabagismo
Hematological changes related to smoking
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Resumo

O tabagismo tem sido alvo de atengéo dos érgdos governamentais devido a seu crescente
uso e as diversas patologias associadas. Os efeitos sdo decorrentes das inUmeras subs-
tancias que compdem o cigarro, destacando os efeitos do mondxido de carbono e da nico-
tina. Desta forma, o tabaco pode ser considerado uma variante responsavel por alteragées
em exames laboratoriais. Considerando esses fatos, buscamos avaliar o hemograma de
tabagistas e ndo tabagistas de ambos os sexos, a fim de correlacionar o uso do tabaco com
essas possiveis alteragées hematoldgicas. A anélise dos hemogramas dos tabagistas de-
monstraram valores significativamente maiores para VCM (volume corpuscular médio) e
HCM (hemoglobina corpuscular média) na populagédo masculina, além do RDW (Red Cell
Distribution Width) e leucécitos para ambos os sexos. Entretanto, ndo foi possivel estabe-
lecer associagdes entre as alteragées hematolégicas e o tabaco exclusivamente com o ato
de fumar. Estudos mais detalhados a fim de correlacionar a interagéo do tabaco no organis-
mo e as alteragées no hemograma serdo necessarios, o que permitira uma analise mais
criteriosa dos laboratoristas e clinicos diante de pacientes tabagistas.

Palavras-chave

Hemograma; Leucograma; Monéxido de carbono; Nicotina

INTRODUCAO

O consumo de tabaco é relatado desde o inicio do
século XVI na Europa, e a cada década observamos o au-
mento progressivo de fumantes, afetando adolescentes e
jovens adultos.("?)

Segundo o relatério da Organizacdo Mundial da Sau-
de sobre a Epidemia Global de Tabagismo, o tabaco leva a
6bito mais de 30% dos seus usuarios, abreviando em mé-
dia 15 anos a vida dos tabagistas. As estimativas demons-
tram que, durante o século XXI, mais de um bilhdo de pes-
soas morrerdo em consequéncia de seu consumo, o que
torna o tabaco alvo de combate de instituicdes governamen-
tais, pois é visto como problema da saude publica devido
aos gastos com as patologias relacionadas ao fumo.®

Seu efeito no organismo esta relacionado direta ou
indiretamente com diversas enfermidades, entre elas des-
tacam-se os casos de neoplasias do trato respiratério,®
aterogénese, doencas cardiovasculares 4" mudancas des-
favoraveis no perfil lipidico,®® aumento da viscosidade san-
guinea, interferéncias nas fungées plaquetarias, indugéo a
trombose, atividade adrenérgica aumentada, aumento da
epinefrina e norepinefrina, refletindo em aumento de pres-

sdo arterial ("> além de outras influéncias sobre parametros
hematol6gicos e bioquimicos.'*

Esses efeitos sdo decorrentes das mais de 4.700
substancias que compdem o cigarro, capazes de formar
radicais livres e metabdlitos oxidantes que causam dano
celular severo e induzem, em longo prazo, as neoplasias,
além do monoéxido de carbono gerado na queima do cigar-
ro, que apresenta afinidade maior com a hemoglobina do
que a molécula de oxigénio.(135)

Desta forma, o tabaco é considerado pelos profissio-
nais da saude, médicos e laboratoristas como o agente
causador de doengas cronicas e, consequentemente, como
uma variante responsavel por alteracées em exames
laboratoriais."® Dentre esses exames podemos destacar o
hemograma, que € um exame que qualifica e quantifica os
componentes do tecido sanguineo. Embora sejam inespe-
cificas, as informacgd6es contidas no hemograma sugerem o
diagnostico das mais diversas patologias humanas, sendo,
entdo, um exame basico e importante para analise clinica
do paciente.('®

As possiveis alteragdes hematolégicas provocadas
pelo tabagismo estéo relacionadas aos valores de hema-
tocrito, concentracdo de hemoglobina, quantidade de
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eritrécitos em geral, velocidade de hemossedimentacéo,
alteragées leucocitarias e plaquetarias.(>17

Levando em consideracéo a falta de informacao no
momento da triagem do paciente sobre o consumo de ci-
garro e a inexisténcia de valores de referéncia para fuman-
tes, este trabalho buscou analisar parametros hematol6gicos
comparando individuos fumantes e ndo fumantes. E a partir
do objetivo principal pesquisar e estabelecer associacoes
entre o habito de fumar e as variaveis hematolégicas, base-
ando-se na andlise da série vermelha e branca a partir da
concentracao de hemoglobina, hemacias, determinacéo do
hematécrito e contagem global e diferencial de leucécitos.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado mediante parecer favoravel
do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do
Cesumar - CEP sob o parecer n° 228/2011, CAAE n°
0228.0.299.000-11.

Foram analisados hemogramas de 320 voluntarios de
ambos os sexos, tabagistas e ndo tabagistas (grupo con-
trole) pacientes de uma unidade laboratorial da cidade de
Presidente Prudente, SP, para comparacéao de variacdes
decorrentes do consumo de cigarro sobre as séries eritro-
citarias e leucocitarias nos dois grupos.

A abordagem dos pacientes foi realizada de forma
voluntaria, mediante assinatura do termo de consentimen-
to livre e esclarecido e termo de protecédo de risco e con-
fidencialidade. Cada voluntario respondeu a um questio-
nario contendo informacgdes para obtengédo de dados so-
bre a populacdo observada, caracterizagdo do consumo
de cigarro e fatores sobre praticas cotidianas que nos for-
neceram indicadores do perfil desses pacientes. Posteri-
ormente foram analisados os hemogramas dessa popula-
céo, a fim de verificar a presenca de alteragdes na séria
vermelha e branca.

Os resultados foram descritos de forma qualitativa e
quantitativa e analisados pelo programa estatistico
GraphPad Software Prisma® 3.0 sendo utilizado o teste
One-Way Anova (e ndo paramétrico), seguido de Bonferroni
para andlise de variancia entre os grupos com nivel de
significancia p<0,05.

RESULTADOS

Dentre os 320 entrevistados, 177 (55,3%) eram ho-
mens; destes, 36 (20,3%) eram fumantes, sendo que seis
(16,6%) fumavam em média menos de cinco cigarros/dia,
dez (27,7%) fumavam em média de cinco a dez cigarros/
dia, 14 (38,8%) fumavam em média entre dez a vinte cigar-
ros/dia e seis (16,6%) fumavam mais de vinte cigarros/dia.

Dos mesmos 320 entrevistados, 143 eram mulheres
(44,7%); destas, 31 (21,7%) faziam uso do cigarro regular-
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mente, entre elas seis (19,3%) pacientes faziam uso de
menos de cinco cigarros/dia, 14 (45,0%) fumavam entre
cinco a dez cigarros/dia, nove (29,0%) faziam uso de dez
a vinte cigarros/dia e dois (6,4%) pacientes faziam uso de
mais de vinte cigarros/dia.

A média de idade variou entre 25 e 71 anos (média
48,6 anos) no grupo feminino e entre 19 e 66 anos (média
42,9 anos) no grupo masculino.

De acordo com os questionarios, 65,3% pacientes
ndo fumantes e 42,1% dos pacientes tabagistas entre ho-
mens e mulheres relataram praticar atividade fisica regu-
larmente.

Apos a analise dos hemogramas obtivemos resulta-
dos significativamente diferentes em relagéo ao grupo con-
trole e ainda entre os grupos de consumo pesquisados, para
VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média), RDW (Red Cell Distribution Width —
variagdo do tamanho das hemacias), contagem de leucécitos
e monocitos.

Ao analisar os hemogramas da populagé@o masculina,
considerando a série eritrocitaria, observaram-se diferen-
cas significativas em alguns parametros hematimétricos:
como os valores de VCM e HCM, onde o grupo tabagista
com consumo entre dez a vinte cigarros/dia apresentou va-
lores médios maiores do que o grupo controle, consideran-
do os resultados significativamente diferentes com p< 0,01
e p< 0,001 respectivamente (Figuras1 e 2).

Ao analisar os valores de variagao da distribuicdo do
tamanho dos eritrécitos (RDW) verificou-se que os grupos
tabagistas com consumo entre cinco a dez cigarros/dia, dez
a vinte cigarros/dia, e superior a vinte cigarros/dia apresen-
taram valores maiores que os valores descritos pelo grupo
controle, com valores de p<0,001, p<0,001 e p<0,01 res-
pectivamente. O grupo com consumo entre cinco a dez ci-
garros/dia também apresentou valores maiores quando com-
parado ao grupo com consumo menor que cinco cigarros/
dia (p<0,001) (Figura 3).

Ja na série branca do grupo masculino, obtiveram-se
valores significativamente diferentes na populacéo leuco-
citaria entre os grupos tabagistas com consumo entre dez a
vinte cigarros/dia e acima de vinte cigarros/dia, onde estes
apresentaram valores maiores que do grupo controle, p<0,01
e p<0,01, respectivamente. Os tabagistas com consumo
maior que vinte cigarros/dia apresentaram valores mais ele-
vados do que aqueles que consomem menos que cinco ci-
garros/dia (p<0,001) (Figura 4).

Em relagdo aos hemogramas na populagao femini-
na, assim como no grupo masculino, verificaram-se diferen-
cas significativas nos valores de RDW. As tabagistas com
consumo entre cinco a dez cigarros/dia, dez a vinte cigar-
ros/dia, mais que vinte cigarros/dia apresentaram valores
superiores aos encontrados no grupo controle, p<0,05,
p<0,001 e p<0,001, respectivamente. Sendo que o grupo
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com consumo maior (>20 cigarros) também apresentou re-
sultados mais elevados em relagéo aquelas que consumi-
am menos que cinco cigarros/dia, entre cinco e dez cigar-
ros/dia, e entre dez a vinte cigarros/dia , p<0,001, p<0,001
e p<0,001 respectivamente (Figura 5).

Para a série leucocitaria no sexo feminino, obtiveram-
se valores aumentados para os tabagistas de maior consu-
mo (>20 cigarros/dia) em relagdo ao grupo controle e ao
grupo de menor consumo (<5 cigarros/dia), sendo esta di-
ferenca estatisticamente significativa p<0,001 e p<0,05 res-
pectivamente (Figura 6).

=——u

Valores de VCM (fL)

T T T 1
85.0 87.5 90.0 92.5 95.0

E==IN&o tabagista
ez < 5 cigarros/dia
=5 a 10 cigarros/dia

=10 a 20 cigarros/dia
—=>20 cigarros/dia

Figura 1. Valores de VCM no sexo masculino. As colunas representam
a média (xdesvio padréo) do grupo controle e das diferentes quantidades
de consumo de cigarro. O grupo tabagista com consumo entre 10 a 20
cigarros/dia apresentou valores maiores em média do que o grupo
controle.

* Valores significativamente diferentes p<0,01 (One-way ANOVA e nédo
paramétrico, seguido de Bonferroni).
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Figura 2: Valores de HCM no sexo masculino. As colunas representam
a média (xdesvio padrdo) do grupo controle e das diferentes quantidades
de consumo de cigarro. O grupo tabagista com consumo entre 10 a 20
cigarros/dia apresentou valores maiores em média do que o grupo
controle.

* Valores significativamente diferentes p<0,001 (One-way ANOVA e ndo
paramétrico, seguido de Bonferroni).
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Valores de RDW (%)
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E==24 5 a 10 cigarros/dia

Figura 3. Valores de RDW no sexo masculino. As colunas representam
a média (xdesvio padréo) do grupo controle e das diferentes quantidades
de consumo de cigarro. O grupo tabagista com consumo entre 5 a 10
cigarros/dia, 10 a 20 cigarros/dia, o grupo com consumo supetior a 20
cigarros/dia apresentaram valores maiores que os valores descritos pelo
grupo controle. O grupo com consumo entre 5 a 10 cigarros/dia também
apresentou valores maiores quando comparado ao grupo com consumo
menor que 5 cigarros/dia.

* Valores significativamente diferentes entre os grupos tabagistas e o grupo
controle p<0,001; p<0,001; p<0,01; respectivamente (One-way ANOVA e
ndo paramétrico, seguido de Bonferroni).

** Valores significativamente diferentes entre os grupos tabagistas (5 a 10
cigarros/dia e menos de 5 cigarros/dia) p<0,001 (One-way ANOVA e ndo
paramétrico, seguido de Bonferroni).
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Figura 4. Valores absolutos de leucécitos no sexo masculino. As colunas
representam a média (tdesvio padréo) do grupo controle e das diferentes
quantidades de consumo de cigarro. O grupo tabagista com consumo
entre 10 a 20 cigarros/dia, maior que 20 cigarros/dia apresentaram valores
maiores que os valores descritos pelo grupo controle. O grupo com
consumo maior que 20 cigarros/dia também apresentou valores maiores
quando comparado ao grupo com consumo menor que 5 cigarros/dia.
*Valores significativamente diferentes entre os tabagistas e grupo controle
p<0,01; p<0,01; respectivamente (One-way ANOVA e ndo paramétrico,
seguido de Bonferroni).

** Valores significativamente diferentes entre os grupos tabagistas (mais
que 20 cigarros/dia e menos de 5 cigarros/dia) p<0,001 (One-way ANOVA e
ndo paramétrico, seguido de Bonferroni).
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Figura 5. Valores de RDW no sexo feminino. As colunas representam
a média (xdesvio padréo) do grupo controle e das diferentes quantidades
de consumo de cigarro. O grupo tabagista com consumo entre 5a 10
cigarros/dia, 10 a 20 cigarros/dia, e consumo supetrior a 20 cigarros/
dia apresentaram valores maiores que os valores descritos pelo grupo
controle. O grupo com consumo superior a 20 cigarros/dia também
apresentou valores maiores quando comparado ao grupo com consumo
menor que 5 cigarros/dia, entre 5 e 10 cigarros/dia, entre 10 a 20
cigarros/dia.

* Valores significativamente diferentes p<0,05; p<0,001;,p<0,001;
respectivamente. (One-way ANOVA e ndo paramétrico, seguido de
Bonferroni).

** Valores significativamente diferentes entre os grupos tabagistas (maior
que 20 cigarros/dia em relagdo aos grupos 10 a 20, 5 a 10 e menos de 5
cigarros/dia) p<0,001; p<0,001 e p<0,001 respectivamente (One-way ANOVA
e ndo paramétrico, sequido de Bonferroni).
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Leucoécitos (mm?)
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Figura 6: Valores absolutos de Leucécitos no sexo feminino. As
colunas representam a média (xdesvio padrdo) do grupo controle e
das diferentes quantidades de consumo de cigarro. O grupo tabagista
com consumo maior que 20 cigarros/dia apresentaram valores maiores
que os valores descritos pelo grupo controle. O grupo com consumo
maior que 20 cigarros/dia, também apresentou valores maiores quando
comparado ao grupo com consumo menor que 5 cigarros/dia.
*Valores significativamente diferente p<0,001 (One-way ANOVA e ndo
paramétrico, seguido de Bonferroni).

** Valores significativamente diferentes entre os grupos tabagistas (maior
que 20 e menos que 5 cigarros/dia) p<0,05 (One-way ANOVA e ndo
paramétrico, seguido de Bonferroni).
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Os niveis de mondcitos também variaram entre os gru-
pos, apresentando valores menores e estatisticamente sig-
nificativos entre os tabagistas que fumavam de dez a vinte
cigarros/dia e os nao tabagistas (p<0,01) (Figura 7).

A contagem de plaquetas apresentou valores maiores
para os tabagistas com maior consumo, para ambos os se-
xos, porém, de forma néo significativa. (Tabela).

Os demais parametros, como contagem de hemacias,
hemoglobina, hematécrito, bem como toda a contagem di-
ferencial da séria branca, foram analisados, mas néo apre-
sentaram valores significativamente diferentes em relagéo
ao grupo controle, ndo sendo entédo descritos neste estudo.
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Figura 7. Valores relativos de Mondécitos no sexo feminino. As colunas
representam a média (+ desvio padréo) do grupo controle e das diferentes
quantidades de consumo de cigarro. O grupo tabagista com consumo
entre 10 a 20 cigarros/dia apresentou valores menores que o grupo
controle.

* Valor significativamente diferente p<0, 01 (One-way ANOVA e nédo
paramétrico, seguido de Bonferroni).

Tabela |. Contagem de plaquetas

Parametro Homens Mulheres
. Nao . Nao
Tabagistas Tabagistas Tabagistas Tabagistas
(>20 cig/dia) (>20 cig/dia)
Plaquetas 273,16 273,16 321,5 245,96
(mm?)

.Descrigao dos valores médios da contagem de plaquetas. Os valores
encontrados para os fumantes com consumo maior 20 cigarros/dia em relagao
ao grupo controle, sdo maiores em ambos os sexos, porém essa diferenca ndao
é estatisticamente significativa (p> 0,05).

DISCUSSAO

Dentre as mais de 4.700 substancias que comp&em
o tabaco, devemos destacar os efeitos do monéxido de
carbono (CO), e da nicotina, ambos responsaveis pelos
principais consequéncias do uso do cigarro.®
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O principal efeito relacionado ao monéxido de car-
bono no organismo é a formacéao da carboxi-hemoglobina.
O oxigénio, quando se liga a hemoglobina do eritrécito,
forma o composto oxi-hemoglobina, apto a desempenhar
a funcédo de oxigenacdo. Porém, o mondxido de carbono,
principal resultante da queima do tabaco, possui alta afini-
dade com a hemoglobina, formando a carboxi-hemo-
globina, que, além de nao transportar oxigénio, indispo-
nibiliza o sitio de ligagdo para esta molécula, resultando
em diminuicdo da oxigenacéao tecidual e, em exposicao
prolongada, hipéxia.('®19

Em fungéo disso, o organismo, compensatoriamente,
aumenta a producéo de eritrécitos, tornando o sangue mais
viscoso, comprometendo a circulagéo periférica e dificul-
tando a oxigenacgao dos tecidos, (31718 além da correlagao
existente entre niveis maiores de exposi¢cdo ao CO com
aumento da presséo diastélica e frequéncia cardiaca, in-
correndo em alteracdes da pressao arterial (22"

Ja a nicotina tem efeitos diversos sobre o organis-
mo. Primeiramente é responsavel por induzir a liberacao
de catecolaminas, favorecendo mudancgas no ténus mus-
cular e alteragées hemodinamicas,® podendo ainda re-
fletir no musculo cardiaco devido ao aumento da atividade
simpatica.(">?® Essa indugé@o também atua na proliferagéo
e migracao dos leucécitos, pois estimula a medula 6ssea
a aumentar a producéo da série branca, promovendo o apa-
recimento de células morfologicamente mais jovens na cir-
culacao, alterando a fisiologia do sistema imune. E, se-
gundo, por aumentar as concentragdes de L-selectina e
mieloperoxidases, que sdao moléculas pré-inflamatorias,
responsaveis indiretamente pela proliferacédo celular na
medula 6ssea.512242%

Outra questdo associada a exposicéo prolongada a
nicotina é o desencadeamento de disfungédo endotelial
vascular, provocando a diminuicdo da sintese de éxido
nitrico, promovendo vasoconstricao, estimulo a adeséo de
leucocitos e subsequente aterosclerose."

Acredita-se que a nicotina também seja um fator cau-
sador da ativagao plaquetaria, tornando-as mais adesivas
junto a parede do endotélio, com consequente formacéao
de coagulos que podem desprender-se formando trombos,
podendo gerar obstrugdo de vasos, incorrendo em sérias
complicagées. Somado ao aumento dos niveis de fibri-
nogénio, este que é ativador da cascata de coagulacédo e
das moléculas hemostaticas, o que torna os pacientes
tabagistas mais suscetiveis a coagulagao."

De acordo com a fisiopatologia descrita, diversos
estudos relatam a influéncia do tabagismo nos exames
laboratoriais, entre eles nas avaliagdes hematoldgicas. Va-
lores aumentados para hemacias e hemoglobina séo des-
critos em estudos com pacientes que relatam consumos
maiores que dez cigarros/dia,?5?") o que sugere que as al-
teragdes encontradas no hemograma podem estar relacio-
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nadas a quantidade de tabaco consumida, visto que a po-
pulagdo estudada nestes trabalhos ndo descreve patologi-
as associadas ao uso de tabaco e considerando que paci-
entes que tém um consumo maior apresentam periodos de
hipéxia prolongado.?®

Porém, um estudo com pacientes jovens, em sua mai-
oria do sexo masculino, observou auséncia de alteragées
nos parametros hematolégicos, encontrando correlagédo com
o tabagismo apenas nos valores de VHS,!"”) corroborando
com a presente pesquisa.

Em relacdo aos indices hematimétricos encontraram-
se diferengas nos valores de VCM e HCM; esses para-
metros sugerem presencga de macrocitose ou microcitose.
Em nosso estudo encontramos valores significativamente
maiores no grupo tabagista (dez a vinte cigarros/dia) para
ambos os parametros na amostra masculina. Apesar des-
sa diferenca significativa entre o grupo tabagista descrito e
o controle, os valores ndo perfazem o perfil de macrocitose.

Outro parametro correlacionado ao VCM que apresen-
tou valores expressivamente diferentes foram os valores de
RDW, os quais se demonstraram alterados em ambos os
sexos com valores maiores para os grupos tabagistas em
todas as quantidades de consumo, permitindo-nos concluir
a heterogeneidade da populagdo de hemacias dos pacien-
tes tabagistas, o que deve estar relacionada a estimulagéo
da eritropoiese.('®

Na séria branca, os valores de leucécitos foram supe-
riores entre os tabagistas para ambos os sexos em relagéo
ao grupo controle, sustentando os achados literarios, (1029
podendo este aumento estar associado ao efeito da nicoti-
na sobre as catecolaminas, descrito anteriormente, ou, ain-
da, ser decorrente da inflamacéo provocada pelo habito de
fumar_(13,25,30)

Na amostra feminina encontramos diminuigdes signi-
ficativas para os valores de monécitos, permitindo inferir que
essas diminuigdes na circulagé@o ocorrem devido ao recru-
tamento dos mondcitos circulantes para o tecido.?%

A contagem de plaquetas foi maior entre os consumi-
dores do tabaco em relacdo aos nao tabagistas, porém
essas diferencas nao foram elevadas o suficiente para ca-
racterizar alteragdes significativas, o que pode ser justifica-
do pelo fato de que, por um lado, o uso do tabaco promove
a agregacao plaquetaria, 33 o que promoveria diminui-
¢éo das plaquetas circulantes, e, por outro lado, a produgéo
de eritropoitina decorrente da hipdxia transitéria estimula a
proliferacéo de plaquetas, como foi observado em um estu-
do com camundongos.??

CONCLUSOES
Diante do que foi discutido, o uso do tabaco apresen-

tou correlagédo com alterag6es em alguns componentes do
hemograma, porém estas modificagcdes ndo nos permitiram
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estabelecer associagdes apenas com o ato de fumar, como
descrita por outros autores, uma vez que a populacao estu-
dada pertencia a clientela de um laboratério de analises cli-
nicas com possivel existéncia de outras patologias de base
associadas, visto que a adesdo ao estudo era voluntaria.
Mesmo assim, estes resultados suscitam dividas que me-
recem estudos futuros para definir se a interagéo do tabaco
no organismo promove alteragdes na interpretacéo dos va-
lores normais de um hemograma e se ha necessidade de
se estabelecerem valores de referéncia distintos para a
populagéo fumante, visando desta forma proporcionar uma
analise mais criteriosa dos laboratoristas e clinicos diante
de pacientes tabagistas.
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Abstract

Smoking has been the subject of attention of governmental agencies
because of their increasing of use and the various associated
pathologies. The effects are arising from numerous substances that
make up the cigarette, highlighting the effects of carbon monoxide and
nicotine. This way tobacco can be considered a variant responsible for
changes in laboratory tests. Considering these facts we seek to evaluate
the CBC of smokers and non smokers of both genders, in order to
correlate the tobacco use with these possible haematological changes.
The analysis of blood tests of smokers showed significantly higher values
for VCM (mean corpuscular volume) and HCM (mean corpuscular
hemoglobin) in the male population, beyond the RDW (Red Cell
Distribution Width) and leucocytes for both genders. However it was not
possible to establish associations between haematological changes and
tobacco exclusively with the act of smoking. More detailed studies in
order to correlate the interaction of tobacco in the body and the changes
in blood counts will be needed, which will allow a more careful analysis
of the Labs and clinical in front of patients in smokers.
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Hemogram; Leucogram; Carbon monoxide; Nicotine
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Resumo

O exame de medula dssea se aplica para investigacao, diagnéstico e abordagem terapéuti-
ca de varias doencas e neoplasias hematolégicas. Também é importante para avaliagéo e
acompanhamento dos pacientes submetidos a quimioterapia, terapias imunossupressoras,
transplante de medula éssea e com diagnéstico de aplasia de medula 6ssea. No Hospital
Universitario de Floriandpolis (HU-UFSC), o aspirado de medula 6ssea é um procedimento
realizado por médicos hematologistas, e sua analise citomorfoldgica é feita no setor de
Hematologia do Laboratério de Andlises Clinicas. Desde 1995 tem-se o registro por escrito
de todos esses procedimentos realizados. A neoplasia hematolégica predominante nos lau-
dos conclusivos foi a Leucemia Mieloide Aguda. O mielograma é uma ferramenta essencial
para se iniciar uma investigagcdo diagndstica, pois possibilita avaliar infiltragéo, aplasia,
displasia, informagdes que, somadas a outros testes suplementares, auxiliam na conclu-
séo de um diagnéstico preciso e definitivo.

Palavras-chave

Aspirado de medula éssea; Neoplasias hematolégicas; Mielograma

INTRODUCAO

Inaugurado em 1980, o Hospital Universitario Ernani
Polydoro Sao Thiago é o Unico de Santa Catarina totalmen-
te publico. Foi concebido na perspectiva do trinémio ensi-
no, pesquisa e extensao e atende a comunidade local, do
estado de Santa Catarina, turistas e visitantes de Floria-
nopolis, sem distingdo. O seu atendimento de emergéncia
24 horas atinge a média de quatrocentos pacientes por dia.
O HU é também referéncia estadual em patologias comple-
xas, com grande demanda na area de cancer e cirurgia de
grande porte, nas diversas especialidades; além disso,
muitas pesquisas s@o desenvolvidas por sua equipe de pro-
fissionais da area da saude. O Laboratdrio de Analises
Clinicas, inserido dentro do HU, atende a todos os pacien-
tes atendidos no hospital. As areas de abrangéncia do la-
boratério incluem os setores de bioquimica, urindlise,
hematologia, hemostasia, microbiologia, parasitologia e
imunologia. O aspirado de medula 6ssea é um procedimento

realizado por médicos hematologistas e sua analise
citomorfolégica é feita no setor de Hematologia do Labora-
tério de Anadlises Clinicas. Desde 1995 tem-se o registro
por escrito de todos esses procedimentos realizados. Nes-
ses registros constam dados do paciente: nome, idade, nu-
mero de registro, data, indicacao clinica e conclusédo. O ob-
jetivo desse trabalho é inserir essas informacdes do Livro
de Registro numa tabela do Excel e fazer a analise estatisti-
ca dos dados obtidos.

ASPIRADO DE MEDULA OSSEA - AMO

O sangue e a medula 6ssea sdo um dos maiores or-
géos do corpo humano.®A medula 6ssea normal € mole e
semifluida durante a vida e pode ser removida para exame
através de aspiracdo, bem como através de técnicas de
biopsia.® Os locais geralmente utilizados para a aspiragéo
sdo o ileo e o esterno para pacientes obesos ouimoéveis e a
crista iliaca posterior para os demais ou quando ha neces-

'"Farmacéutica-Bioquimica, especialista em Hematologia. Hospital Universitario (HU) — Setor de Hematologia — Universidade Federal de Santa Catarina —
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sidade de biépsia de medula 6ssea. As células precurso-
ras medulares estdo distribuidas no interior da medula 6s-
sea, obedecendo a um arranjo mais ou menos definido ou
preferencial. Acomposigao ou integridade anatomofuncional
desse microambiente é essencial para a proliferacao e di-
ferenciac@o normal das células do sangue. Em certos ca-
sos patolégicos, nos quais ha alteracdo dessa anatomia
normal, a proliferagdo/maturacéo das células sanguineas se
altera.®

A analise de sangue periférico e outros testes labora-
toriais rotineiros nem sempre fornecem informacdes sufici-
entes para o diagnostico de doencas hematolégicas.® O
exame de medula 6ssea se aplica para investigacéao, diag-
nostico e tratamento de varias doencas e neoplasias
hematolégicas. Também é importante para avaliacéo e
acompanhamento dos pacientes submetidos a quimio-

Quadro 1 - Indicagdes para o Aspirado de Medula Ossea

terapia, transplante de medula 6ssea e outras formas de
tratamento médico.?7 A interpretacao final requer a
integracao dos resultados de exames do sangue periférico,
aspirado de medula éssea e biépsia de medula 6ssea jun-
tamente com investigagcées suplementares como a cito-
metria de fluxo, a imunofenotipagem, citoquimica, FISH
(hibridizacao fluorescente in situ) e estudos de genética
molecular. Os achados podem ser comparados com resul-
tados anteriores no caso de monitoracdo de neoplasia ja
existente.('9

Através do aspirado de medula 6ssea sao feitas as
analises citomorfol6gicas (mielograma) nas distensdes em
laminas, delgadas ou espessas, coradas pelo método pan-
cromatico May Grunwald-Giemsa (Romanowsky).®

O Quadro 1contém as indicagdes para o Aspirado de
Medula Ossea.('37-

- Febre de origem desconhecida

- Sindromes imunodeficientes

- amiloidose, mastocitose)

tuberculose, leishmaniose
- Avaliacédo de depésitos de Ferro

- Anormalidades cromossomais

- Investigagdo de anemia inexplicada, indice de células vermelhas anormais, citopenias ou citoses

- Investigagdo de morfologia anormal de esfregaco de sangue periférico sugestivo de patologia de medula 6ssea

- Diagnéstico e acompanhamento de disturbios hematolégicos malignos (ex.: leucemia crénica e aguda, sindromes
mielodisplasicas, doenga mieloproliferativa crénica, distarbios linfoproliferativos, linfomas, mieloma muiltiplo,

- Investigagdo de Doenca Residual Minima em linfomas e leucemias pds-tratamento
- Investigagédo da suspeita de metastases na medula éssea
- Lesbes dsseas focais inexplicadas em imagens radiolégicas

- Organomegalia inexplicada ou presenca de lesdes de massa inacessiveis por bidpsia

- Cultura microbiolégica para investigacdo de pirexia de origem desconhecida ou infecgdes especificas como malaria,

- Investigagéo de disturbios de armazenamento lipidico/glicogénico

- Exclusédo de doencgas hematolégicas em potenciais doadores de transplante alogénico de células-tronco

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 1995 a julho de 2008 fo-
ram realizados 2.332 aspirados de medula éssea (AMO)
no Hospital Universitario de Florianépolis (HU-UFSC). As
informacgdes contidas no livro de registro dos aspirados
de medula 6ssea foram tabuladas numa planilha do Excel

contendo os dados: registro, nome, data do exame, nu-
mero do exame, idade, sexo, indicagao clinica e conclu-
sdo. As informacdes obtidas foram padronizadas e apli-
cadas no Programa de Estatistica SPSS para analise
descritiva dos dados.

ATabela 1 mostra o modelo de planilha desenvol-
vido.

Tabela 1. Planilha do Excel utilizada para tabulagdo dos dados de mielograma HU-UFSC

Atendimento hematoldgico no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario (HU) de Florianopolis

Registro Nome do Paciente Data do Exame Numero do |dade  Sexo Indicagao Clinica Conclusao
Exame
K*hhkkkkk *kkkhkkk *hkkkk *khkkkkkk *kkkk *kkk
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Analise estatistica dos registros de aspirado de medula 6ssea no Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina

RESULTADOS E CONCLUSAO

Dos 2.332 mielogramas realizados, 51% foram em
homens e 49% em mulheres. A frequéncia destes pacientes
por idade encontra-se na Tabela 2, onde se vé o total de
pacientes atendidos nesse periodo.

Tabela 2 - Frequéncia de idade dos pacientes que realizaram AMO
no HU-UFSC

Pacientes Frequéncia %

Menos que 15 anos 77 53
De 15 a menos que 30 anos 250 17,3
De 30 a menos que 45 anos 280 19,4
De 45 a menos que 60 anos 312 21,6
De 60 a menos que 75 anos 270 18,7
Mais que 75 anos 100 6,9
Total 1.289 89,3

A idade média dos pacientes que realizaram os
mielogramas foi de 46,12 anos com Desvio Padrao (DP)
de + 20,32. Os registros de indicagdes clinicas para o exa-
me de aspirado de medula 6ssea no Hospital Universitario
(HU-UFSC) de Florianépolis entre agosto de 1995 e julho
de 2008 totalizaram 116 tipos de pedidos. Dos 2.332
mielogramas realizados, as citopenias foram as indicacdes
mais frequentes (20,07%) para a realizagdo do exame, se-
guido das neoplasias linfoproliferativas cronicas (14,15%)
e das leucemias mieloide agudas (12,05%). ATabela 3 con-
tém as 11 indicacdes clinicas mais frequentes para a reali-
zacao do mielograma. Muitos pedidos ndo continham a in-
dicacéo clinica, totalizando 155 pedidos (6,64%).

Tabela 3 - Frequéncia das indicagdes clinicas para o AMO no
HU-UFSC

Indicagdes clinicas Frequéncia %
Citopenias 468 20,07
Neoplasia linfoproliferativa crénica 330 14,15
Leucemia mieloide aguda 281 12,05
Mieloma multiplo 201 8,62
Anemias 199 8,53
Leucemia linfoide aguda 177 7,59
Sindrome mielodisplasica 137 5,87
Neoplasia mieloproliferativa crénica 82 3,52
Purpura trombocitopénica imunolégica 80 3,43
Leucemias agudas 61 2,62
Citoses 54 2,32
Total 2.332 100,00

A neoplasia linfoproliferativa cronica inclui linfoma de
Hodgkin, linfoma ndo Hodgkin, leucemia linfocitica cronica
e linfomas em geral. A neoplasia mieloproliferativa cronica
inclui policitemia vera, trombocitemia essencial, leucemia
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mieloide cronica e mielofibrose. As citopenias consideram
algum tipo de citopenia isolada (excluindo a anemia) ou
associada. As citoses consideram algum aumento do nu-
mero de células (leucocitos, plaquetas e/ou eritremia).
Fazendo-se uma correlacao entre a indicacgao clinica
para a realizagé@o do exame e a conclus@o do mesmo verifi-
cou-se que, dentre as 468 indicagdes de pacientes com al-
gum tipo de citopenia, 25 (5,34%) apresentaram anemia
megaloblastica, 18 (3,84%) casos foram de sindrome mielo-
displasica, 13 (2,77%) casos de purpura trombocitopénica
imunolégica, 12 (2,56%) apresentaram leucemia mieloide
aguda, seis (1,28%) anemia aplastica, trés (0,64%) leucemia
linfoblastica aguda, dois (0,42%) casos foram diagnostica-
dos com anemia ferropénica, um (0,21%) com linfoma nao
Hodgkin, um (0,21%) caso de mieloma muiltiplo e um (0,21%)
de leucemia mielomonocitica crénica. Das 330 indicactes
de pacientes com neoplasia linfoproliferativa cronica, 41
(12,42%) apresentaram infiltracdo da medula éssea por
linfoma n&o Hodgkin, 35 (10,60%) confirmaram diagnéstico
de leucemia Infocitica crénica, quatro (1,21%) foram diag-
nosticadas com linfoma de Hodgkin, trés (0,91%) com linfo-
ma nao Hodgkin associado a leucemia linfocitica cronica e
um (0,30%) com leucemia linfocitica crénica em remissao
completa. Das 281 indicagGes com suspeita de leucemia
mieloide aguda, 73 (25,97%) foram confirmadas com o AMO,
94 (33,45%) encontravam-se em remissdo completa e dez
(3,55%) em remisséo parcial. Analisando-se os pedidos de
pacientes com mieloma multiplo, dos 201 pedidos, 106
(52,73%) foram confirmados no aspirado de medula ssea,
29 (14,42%) mielogramas demonstraram remiss@o comple-
ta e nove (4,47%) remissao parcial do mieloma. Das 199
indicagdes clinicas de anemia, 14 (7,03%) mielogramas de-
monstraram casos de anemia megaloblastica, trés (1,50%)
casos de anemia aplastica e dois (1,00%) casos de ane-
mia ferropénica. Dos pacientes com indicagéo clinica de
leucemia linfoide aguda, 45 (25,42%) obtiveram correlagao
diagnéstica com a concluséo, 96 (54,23%) dos mielo-
gramas apresentaram uma medula 6éssea em remissao
completa e quatro (2,25%) em remisséo parcial. As indica-
¢cdes clinicas de sindrome mielodisplasica obtiveram qua-
renta (29,19%) pedidos confirmados com o mielograma e
trés (2,18%) mielogramas com diagnostico de leucemia
mielomonocitica crénica. As indicagdes de neoplasia mielo-
proliferativa crénica resultaram em 16 (19,51%) diagnésti-
cos de leucemia mieloide crénica, cinco (6,09%) de trom-
bocitemia essencial, trés (3,65%) casos de mielofibrose e
um (1,21%) de policitemia vera. Dos oitenta pedidos com
indicacao clinica de purpura trombocitopé&nica Imunolégica,
39 (48,75%) foram confirmados com o mielograma. Os pe-
didos de pacientes com indicagéo clinica de leucemia agu-
da tiveram 25 (40,98%) casos diagnosticados de leucemia
mieloide aguda, 16 (26,22%) de leucemia linfoide aguda,
trés (4,91%) de sindrome mielodisplasica e um (1,63%) de
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leucemia mielomonocitica crénica. Analisando-se os pe-
didos para realizacéo do mielograma com indicacgéo clini-
ca de citoses, nove (16,66%) foram diagnosticados com
trombocitemia essencial, cinco (9,25%) com neoplasia
mieloproliferativa crénica, trés (5,55%) casos com leucemia
mieloide cronica, dois (3,84%) com policitemia vera, um
(1,85%) diagnostico de leucemia linfoide aguda, um
(1,85%) de leucemia mielomonocitica cronica e um (1,85%)
de leucemia linfocitica crénica associada a linfoma néo
Hodgkin.

ATabela 4 contém as conclusdes de mielograma mais
frequentes no HU-UFSC nesse periodo. Dos 2.332 mielo-
gramas realizados entre agosto de 1995 e julho de 2008,
21,7% estavam sem laudo.

Tabela 4 - Registros mais frequentes de conclusédo dos AMOs
realizados no HU-UFSC

Conclusédo Frequéncia %
Medula éssea normocelular 301 12,9
Medula éssea hipocelular 174 7,5
Medula éssea hipercelular 152 6,5
Leucemia mieloide aguda 145 6,2
Mieloma mdltiplo 120 51
Leucemia linfoide aguda em remisséao 97 4,2
completa

Leucemia mieloide aguda em remissao 95 4.1
completa

Leucemia linfoide aguda 79 3,4
Sindrome mielodisplasica 73 3,1
Qutros 1096 47,0
Total 2.332 100,0

Quando se |& 'em remisséo’, refere-se aqueles paci-
entes que ja tém um diagnéstico definido e que fazem o
aspirado de medula para controle e monitoramento do tra-
tamento e também avaliacdo de possivel existéncia de do-
enca residual minima.

Das neoplasias hematolégicas existentes, a leucemia
mieloide aguda foi a mais frequente nos laudos conclusivos
e as citopenias predominaram nas indicagdes clinicas dos
pedidos de mielograma.

Todos os mielogramas tiveram um achado, nem sem-
pre compativel com a indicacéo clinica, mas continham uma
informacao, com ou sem infiltragdo na medula 6ssea.

A celularidade alterada, como foi visto na maioria dos
laudos, medula éssea hipocelular (7,5%) e medula 6ssea
hipercelular (6,5%), pode demonstrar a existéncia de uma
reatividade do organismo frente a um problema.

O mielograma é uma ferramenta essencial para se ini-
ciar uma investigacao diagnéstica, pois possibilita avaliar
infiltracao, aplasia, displasia, informagdes que somadas a
outros testes suplementares auxiliam na conclusdo de um
diagnostico preciso e definitivo.
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Abstract

The examination of bone marrow applied to research, diagnosis and
therapeutic approach of several diseases and hematologic
malignancies. It is also important for evaluation and monitoration of
patients undergoing chemotherapy, immunosuppressive therapies, bone
marrow transplantation and with bone marrow aplasia. In University
Hospital of Florianépolis (HU-UFSC) the bone marrow aspirate is a
procedure performed by medical hematologists and their
cytomorphological analysis is made in the Hematology Division of
Clinical Laboratory. Since 1995, it has written record of all such
procedures performed. The predominant hematologic neoplasia in
reports conclusive was Acute Myeloid Leukemia. The myelogram is an
essential tool to initiate a diagnostic investigation, as it allows one to
evaluate infiltration, aplasia, dysplasia, information that coupled with
other additional tests help in the final of an accurate and specific
diagnosis..
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INTRODUCAO

Resumo

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doengas de carater genético caracterizadas
pela sintese de cadeias polipeptidicas estruturalmente anormais ou diminuigéo da sintese
de uma ou mais cadeias de globina. Dentre as variantes estruturais da hemoglobina, as
mais comuns sao as hemoglobinas S (HbS) e C (HbC). Estudos realizados no Brasil mos-
tram uma alta prevaléncia de heterozigotos para HbS e HbC. O principal objetivo deste
estudo foi avaliar a prevaléncia destas variantes nos pacientes atendidos pelo Laboratério
Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto.
Foram triados 943 pacientes de ambos os sexos e diferentes faixas etarias. O diagnéstico
foi realizado por eletroforese de hemoglobina em pH alcalino. As amostras que apresenta-
ram hemoglobinas anormais foram submetidas a cromatografia liquida de baixa presséo
(LPLC) e ao teste de solubilidade. Foram identificadas 62 amostras com hemoglobinas
anormais (6,6%), das quais 46 (4,88%) com traco falciforme (HbAS), 15 (1,59%) com HbAC
e uma (0,11%) com HbSC. Nao foram detectados individuos homozigotos para a HbS e
HbC. Os resultados encontrados mostram a importancia da implantagéo de programas com
maior abrangéncia para o estudo da epidemiologia das hemoglobinopatias no municipio de
Ouro Preto.

Palavras-chave
Hemoglobinopatias; Hemoglobina S; Hemoglobina C.

zado nos estudos de prevaléncia de hemoglobinopatias
realizados em diferentes regiées do Brasil.*%

As hemoglobinas anormais, ou variantes estruturais
da hemoglobina, em sua maioria, resultam da substituicao
de um Unico aminoécido nas cadeias alfa ou beta. Geral-
mente ndo causam alteragcGes perceptiveis, mas podem
modificar a estabilidade ou a funcionalidade da hemo-
globina, levando a condig¢des clinicas importantes.(Y Cer-
ca de 750 variantes estruturais da hemoglobina ja foram
descritas, e mais de 75% dessas variantes resultam da
substituicdo de um Gnico aminoacido por outro nas cadei-
as alfa ou beta da hemoglobina. As hemoglobinas varian-
tes mais frequentes na populagéo brasileira sdo as hemo-
globinas S e C, ambas de origem africana, o que eviden-
cia a intensa participacdo do negro africano na composi-
¢do populacional brasileira.?® Esse fato é bem caracteri-

A HbS é o resultado de uma mutacdo no gene da
globina beta, que ocasiona a troca de uma base nitro-
genada no sexto c6don, levando a substituicdo do acido
glutamico (GAG) por outro aminoécido, a valina (GTG), e a
HbC é decorrente de uma mutacéo no gene da cadeia beta,
que tem como consequéncia a substituicdo do acido
glutamico por lisina. Quando desoxigenada, a HbS apre-
senta acentuada diminui¢cdo na solubilidade e agrega-se
formando polimeros, ocasionando alteragdo da morfologia
(falcizag@o) e diminuicdo da deformabilidade do eritrécito,
levando a hemdlise e fendmenos vasoclusivos caracteris-
ticos da anemia falciforme (individuos homozigéticos).”
Nos individuos heterozigotos para o gene 3%, portadores
do tracgo falciforme, a HbS representa cerca de 25% a 45%
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da hemoglobina total. Estes individuos sao considerados
portadores sadios e geralmente ndo apresentam anemia,
mas podem, em circunstancias como hipéxia, acidose, de-
sidratacédo e vasoconstricao, apresentar complicagdes gra-
ves, até mesmo fatais.®® A real morbidade neste caso é
bastante controversa e a opinido mais comum é de que es-
sas complicagdes ocorram muito raramente ja que o baixo
potencial de falcizacao nos heterozigotos exige que os fato-
res desencadeantes (hipoxia, acidose e desidratacao) se-
jam muito intensos.® Os heterozigotos para hemoglobina
C (HbAC) sao assintomaticos e, por isso, a sua deteccéao
torna-se importante apenas para fins de aconselhamento
genético, uma vez que os individuos homozigotos para a
HbC (HbCC) e os com dupla heterozigose para a HbS e
HbC (HbSC) manifestam anemia hemolitica de intensida-
de variavel.("®

A dispersao dos genes para as hemoglobinas varian-
tes no Brasil esta intimamente relacionada com a composi-
¢ao étnica populacional brasileira, resultante do processo
de colonizagao.” A formacgao da populagdo de Ouro Preto
teve uma forte contribuicdo dos povos de origem africana,
principalmente ap6s a descoberta de ouro na regidao. Du-
rante o ciclo do ouro houve um intenso fluxo migratério para
as regides de mineragéo, de tal maneira que o escravo afri-
cano passou a ser largamente trazido, principalmente do
estado da Bahia ou diretamente da Angola, para o munici-
pio de Ouro Preto.("'? Desta forma, essa populagao, traz
em seu patriménio genético as mais variadas combinacgdes,
favorecendo a disperséo génica das alteracdes estruturais
das hemoglobinas. Assim, este trabalho teve por objetivo
avaliar a frequéncia de hemoglobinas variantes nos pacien-
tes atendidos pelo Laboratério Piloto de Analises Clinicas
(LAPAC) da Escola de Farmacia da Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP).

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue utilizadas para a realizagéo
deste trabalho estdo de acordo com os principios éticos es-
tabelecidos na Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude e tiveram o consentimento livre e esclarecido dos
participantes e aprovacdo do Comité de Etica em Pesqui-
sa da UFOP, sob o no de registro CEP 2007/92, CAAE
0008.0.238.000-07. Foram coletadas 943 amostras de san-
gue periférico de pacientes de ambos os sexos, com ida-
des variaveis entre 0 e 90 anos e sem distingdo de cor da
pele. As amostras de sangue venoso (4,5 mL) foram colhi-
das em Vacutainers® com EDTA (sal disédico do acido
etilenodiaminotetracético) como anticoagulante, na concen-
tracédo de 1,5 mg/mL.("

Os dados hematologicos foram determinados com a
utilizagdo do contador hematolégico "18 Parametros" ABX/
Micros 60. A analise qualitativa das fragcdes hemoglobinicas

26

foirealizada por eletroforese em fita de acetato de celulose,
tampao Tris-Glicina pH 8,6, de hemolisado preparado a par-
tir da mistura de 20 pL de hemacias, lavadas com solugéo
fisiolégica, com 100 uL de saponina a 1,0%. O reconheci-
mento das hemoglobinas foi feito mediante o emprego de
padrdes eletroforéticos.? Para confirmar os resultados po-
sitivos para HbS e para HbC, foram realizados o teste de
solubilidade em solucéo de ditionito de sédio a 1% e croma-
tografia liquida de baixa pressédo (LPLC). O teste de solubi-
lidade foi realizado conforme metodologia descrita por
Naoum em 1997 @ modificada. Resumidamente, 10 pL de
sangue foram adicionados em 100 pL de solugédo de
ditionito de sédio a 1% em tampao fosfato, pH 7,0. Para a
visualizacdo do resultado, os 10 puL da suspenséo acima
foram colocados em papel de filtro grau quantitativo 50. A
hemoglobina S precipitada nédo se difunde no papel de fil-
tro, formando um botéo central e os testes negativos apre-
sentam uma mancha homogénea. Controles positivos e ne-
gativos foram realizados. A cromatografia liquida de baixa
presséo foi realizada no analisador DiaFast da Prime-
Diagnostics. Nesse equipamento, o programa Dia Fast
Hemoglobina A1C usa o principio da LPLC associada a
cromatografia de troca catiénica, conjugada com eluicéo
graduada, para separar os subtipos da hemoglobina huma-
na e das variantes presentes no hemolisado de sangue to-
tal. As amostras sé&o diluidas no Diafast diluidor e mantidas
na camara de injecao automatica de amostra. Cada amos-
tra é automaticamente injetada no sistema de fluxo do tam-
pao e aplicada na coluna de troca catiénica, onde as
hemoglobinas sdo separadas. As hemoglobinas separadas
passam por uma célula de fluxo do fotdmetro, onde as mu-
dancas na absorbancia em 415 nm sdo medidas. As mu-
dancas das absorbancias sdo monitoradas e exibidas na
forma de um cromatograma da absorbancia versus tempo
de retengé@o. Cada cromatograma impresso é acompanha-
do por um relatério de identificacdo de cada pico detecta-
do, mais o percentual relativo e os tempos de retengao dos
picos isolados.

A analise estatistica dos dados foi realizada mediante
calculo do percentual das varaveis analisadas.

RESULTADOS

Foram atendidos 943 pacientes, sendo 309 do sexo
masculino e 634 do sexo feminino, com faixa etaria bas-
tante heterogénea. O perfil hemoglobinico de cada um dos
943 pacientes foi qualitativamente avaliado por eletroforese
em fita de acetato de celulose pH 8,6. As amostras de san-
gue que foram positivas para alguma variante de hemo-
globina também foram analisadas por cromatografia de
troca catiénica. Além disto, as amostras positivas para a
hemoglobina S, tanto pela eletroforese em acetato celulo-
se, pH alcalino, quanto pela cromatografia de troca cati6-

RBAC.2018;50(2 supl.2):525-9



Prevaléncia de hemoglobinopatias nos pacientes atendidos pelo Laboratério Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farmacia— UFOP

nica, foram avaliadas pelo teste de solubilidade em ditionito
de sédio a 1%.

ATabela 1 mostra que, dos 943 pacientes analisados,
62 (6,6%) apresentaram hemoglobina anormal. A HbAS,
diagnosticada por eletroforese em pH alcalino e confirma-
da por cromatografia de troca catidnica e pelo teste de so-
lubilidade, foiidentificada em 46 pacientes (4,88%), a HbC
(HbAC) em 15 (1,59%) e a dupla heterozigose para a hemo-
globina S e C (HbSC), conhecida como doenga falciforme,
foi identificada em um (0,11%) paciente.

Tabela 1 - Perfil hemoglobinico identificado nas amostras analisadas

Caracteristicas das hemoglobinas Casos (n) %

Hemoglobina AA 881 93,4
Hemoglobinas AS 46 4,88
Hemoglobina AC 15 1,59
Hemoglobina SC 1 0,11
Total 943 100

HbAA: homozigose para hemoglobina A; HbAS: trago falciforme;HbAC:
heterozigose para Hemoglobina C ; HbSC: dupla heterozigose para
hemoglobina S e C.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos do perfil
hemoglobinico dos 634 pacientes do sexo feminino, con-
forme faixa etaria. Nesta avaliagcdo, a presenca de
hemoglobinas anormais foi prevalente nas pacientes com
faixa etaria entre 21 e 40 anos, uma vez que 11 pacientes
apresentaram HbAS e seis apresentaram HbAC.

Tabela 2 - Distribuicdo das hemoglobinas normais, variantes em
relagéo a idade nos pacientes do sexo feminino

Perfil Hemoglobinico

Faixa HbAA HbAS HbAC HbSC
Etaria

Casos Casos , Casos , Casos
W * w * o * w *

0a10 98 1545 4 0,63 1 016 O
11a20 74 11,67 1 0,16 1 016
21a40 180 28,39 11 1,74 6 095
41a60 200 31,55 9 142 O 0
0
0

61-80 43 6,78 2 0,32 0
>80 4 0,63 0 0 0

Total 599 94,48 27 4,26 8 126 0 0

HbAA: homozigose para hemoglobina A; HbAS: tracgo falciforme; HbAC:
heterozigose para hemoglobina C; HbSC: dupla heterozigose para hemoglobina
SeC.

O O O o o
O O O o o|o

Em relacédo aos 309 pacientes do sexo masculino (Ta-
bela 3), sete pacientes com faixa etaria entre 41 e 60 anos
apresentaram HbAS. Por outro lado, a HbAC foi mais inci-
dente nos pacientes com idade inferior a 10 anos. Adupla
heterozigose para a hemoglobina S e C, também chama-
da de doenca falciforme, foi observada em apenas um pa-
ciente com faixa etaria entre 41 e 60 anos.
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Tabela 3 - Distribuicdo das hemoglobinas normais, variantes em
relagéo a idade nos pacientes do sexo masculino

Perfil Hemoglobinico

Faixa HbAA HbAS HbAC HbSC

Etaria
Casos % Casos % Casos % Casos %
(n) (n) (n) (n)

0a10 70 2265 4 1,29 4 129 0 0

11a20 34 11,00 3 0,97 1 032 0 0
21a 40 43 1391 4 1,29 0 0 0 0
41a60 106 3430 7 2,27 1 032 1 0,32
61 a 80 27 8,74 1 0,32 1 032 0 0
>80 2 0,64 0 0 0 0 0 0

Total 282 91,26 19 6,15 7 227 1 0,32

HbAA: homozigose para hemoglobina A; HbAS: trago falciforme; HbAC:
heterozigose para hemoglobina C; HbSC: dupla heterozigose para hemoglobina
SeC.

DISCUSSAO

A cidade de Ouro Preto, tombada pela Unesco como
Patrimonio Histérico e Cultural da Humanidade, localiza-
da no estado de Minas Gerais, em uma regi@o conhecida
como quadrilatero ferrifero, foi desenvolvida a partir da des-
coberta de abundantes depésitos de ouro aluvionar no fi-
nal do século XVII e rapidamente se tornou o segundo maior
centro populacional da América Latina. As noticias das des-
cobertas de ouro geraram um grande fluxo migratério para
as regides mineradoras e forgou a vinda de escravos afri-
canos para trabalhar nas minas de ouro do municipio.(""
Como a HbS é proveniente dos povos de origem africana,
os quais, em grande parte, foram os responsaveis pela
formacao da populagdo em estudo, pode-se considerar a
influéncia dos aspectos abordados sobre a incidéncia do
gene S naregido.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram
uma frequéncia de 4,88% para o traco falciforme, resulta-
do superior ao encontrado por Silva Filho et al.,('"¥ que mos-
trou uma prevaléncia de 3,2% do traco falciforme em tra-
balhadores do estado do Rio de Janeiro, porém abaixo do
encontrado em estudo realizado na Bahia, cuja frequéncia
do tracgo falciforme foi de 6,9 a 15,4% em individuos afro-
descendentes, caracterizando a heranga genética advinda
de varias regiées da Africa quando do advento da escra-
vatura.("®

Em nosso estudo, dos 62 pacientes que apresenta-
ram hemoglobina anormal, 46 apresentaram HbAS, repre-
sentando 74,2% dos pacientes portadores de hemo-
globinopatia. Esta frequéncia foi superior a encontrada em
um estudo sobre prevaléncia e distribuicdo de hemoglo-
binopatias no Brasil, o qual mostrou uma frequéncia de
2,49% de variantes estruturais, sendo a condicdo HbAS a
mais prevalente, representando 60,95% do total dos por-
tadores.®
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Nos individuos portadores do traco falciforme (HbAS),
existe producéo tanto de HbA quanto de HbS, o que resulta
em um fenétipo normal.("® No entanto, situacdes em que os
pais sdo portadores assintomaticos de um unico gene
mutado (HbAS) pode ao transmitir geneticamente, cada um
deles, o gene falciforme, gerar uma crianga com dois genes
anormais (HbSS), ou seja, com doenca falciforme ativa.('”
As manifestacgdes clinicas da doenca falciforme séo resul-
tantes de dois processos caracteristicos, anemia severa e
vasoclusdo. A anemia resulta da meia-vida mais curta das
células eritroides contendo primariamente HbS. O segun-
do, fisiopatologicamente mais complexo, é a vasocluséo,
resultante do efeito intravascular causado pela presencga de
hemacias que se tornaram falciformes em fungéo da pre-
senca da HbS, que, quando desoxigenada, leva a forma-
¢ao de feixes helicoidais que alteram a permeabilidade da
membrana a ions, a reologia das hemacias, a relagao
hemacia/vaso, proporcionando uma agregacado hemacia/
hemacia e adesdo hemacia/membrana vascular.("®

A anemia falciforme se caracteriza por anemia croni-
ca e fendmenos vasoclusivos de intensidade variavel que
levam epis6dios de dores osteoarticulares, podendo ser
incapacitantes e exigir frequentes internacées hospitala-
res." Na infancia, as infecgdes e as crises vasoclusivas
intraesplénicas (sequestro esplénico) sédo as principais cau-
sas de mortalidade, podendo atingir 20% das criangas com
idade inferior a 5 anos."® As criancas que ultrapassam essa
barreira inicial enfrentam os efeitos da vasoclus&o crénica
e, ao longo dos anos, essas pequenas tromboses passam
a ser o fator determinante para o desgaste dos érgéos, que
leva aos infartos pulmonares, hepaticos e cerebrais, insufi-
ciéncia renal e retardo do crescimento e da maturacgéo se-
xual, com comprometimento progressivo de multiplos or-
gaos. Tais fendbmenos alteram expressivamente a qualida-
de de vida do individuo com redugéo da capacidade de tra-
balho e da expectativa de vida.(1620-22)

No Brasil, o gene falciforme distribui-se heteroge-
neamente, sendo mais frequente nas regides onde a pro-
porcéo de antepassados negros da populagéo é maior (Re-
gido nordeste e os estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais).® Os resultados do nosso estudo mostram
que a populagédo de Ouro Preto apresenta uma frequéncia
de 4,88% para a HbAS, percentagem superior a encontra-
da nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Pernambuco,
Rio Grande do Sul, Goias e Minas Gerais, mas inferior a
observada no estado da Bahia. A frequéncia superior a en-
contrada no estado de Minas Gerais pode ser explicada pela
alta percentagem (60,18%) de afrobrasileiros residentes no
municipio de Ouro Preto.?4

Além da avaliacdo da frequéncia de variantes de
hemoglobina, fez-se também uma avaliacédo da frequéncia
de pacientes com variantes de hemoglobina, conforme ida-
de e sexo (Tabelas 2 e 3). Nesta avaliacao foi possivel ob-
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servar uma maior frequéncia de HbAS (1,74%) nos pacien-
tes do sexo feminino (Tabela 2) com idade entre 21 e 40
anos. Em relagdo aos pacientes do sexo masculino, os acha-
dos para a frequéncia de HbAS foram, respectivamente,
1,29% e 2,27% para as faixas etarias entre 21 e 40 anos e
acima de 41 (Tabela 3). Estes achados sédo de grande rele-
vancia, principalmente por estes pacientes, heterozigotos
para o gene falciforme, estarem em idade fértil e também
em termos de um posterior trabalho abordando estudos de
aconselhamento genético no sentido de alerta-las para a
importancia do diagnostico neonatal dos filhos que
porventura venham ter e ndo no sentido de alterar a decisé@o
de ter filhos.

Em relagdo aos pacientes, independente do sexo, com
faixa etaria inferior a 20 anos, a frequéncia de HbAS e HbAC
foi baixa quando comparada a observada entre os pacien-
tes com idade acima de 20 anos. Este resultado pode ser
consequéncia do nimero de pacientes com faixa etaria in-
ferior a 20 anos ter sido menor do que o nimero de pacien-
tes com idade superior a 21 ou em decorréncia da inclusédo
da pesquisa de hemoglobinopatias no Programa Nacional
de Triagem Neonatal (PNTN) implantado em 2001 pelo Mi-
nistério da Saude por meio da Portaria GM/MS n.° 822, de
06 de junho de 2001.%

Este estudo foi o primeiro trabalho de avaliagcdo de
frequéncia de variantes de hemoglobina realizado na cida-
de de Ouro Preto, mostrando a sua grande importancia em
termos de saude publica, principalmente no sentido de pro-
mover programas educacionais voltados para a populacao
desta cidade , em especial para os pacientes portadores
de hemoglobinopatias, para que, no futuro, os filhos, diag-
nosticados com doenca falciforme possam receber de for-
ma precoce tratamento e acompanhamento clinico, labora-
torial e farmacéutico no sentido de aumentar a sobrevida e
ter uma melhor qualidade de vida.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostram uma
prevaléncia de variantes estruturais de hemoglobina de
6,6%, sendo 4,88% para o tracgo falciforme (Hb AS), 1,59%
para o gendtipo AC e 0,11% para o genétipo SC. Néo fo-
ram detectados individuos homozigotos para nenhum dos
tipos de hemoglobinas variantes. Os resultados encontra-
dos foram superiores aos encontrados nos estados de
Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sédo Paulo e
Goias, mostrando a disperséo dos genes para a HbS e HbC
na populacdo de Ouro Preto. Apesar de ter avaliado ape-
nas 943 pacientes, cifra muito pequena quando comparada
aos 67.048 habitantes do municipio de Ouro Preto, os re-
sultados ressaltam a necessidade e a importancia de se
realizarem programas com maior abrangéncia na popula-
¢éo para estudar a epidemiologia das hemoglobinas vari-
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antes e de outras hemoglobinopatias, no municipio de Ouro
Preto, pois, nos casos dos individuos diagnosticados com
anemia falciforme, deve ser realizado um trabalho adequa-
do de orientagdo ndo s6 em relagéo aos cuidados individu-
ais, mas em termos de aconselhamento genético, uma vez
que a deteccdo de portadores destas alteracdes genéticas
é de extrema importancia para a saude publica por repre-
sentar uma fonte de novos heterozigotos e de possiveis
homozigotos.

Agradecimento
A Pro-Reitoria de Extens3o da Universidade Federal
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da Universidade Federal de Ouro Preto.

Abstract

Hemoglobinopathies are a group of genetic diseases, characterized by
decreased synthesis of one or more normal globin chains or by the
synthesis of a structurally abnormal globin chain. Among the structural
variants of hemoglobin, the most common are the hemoglobin S (HbS)
and C (HbC). Studies in Brazil show the high prevalence of HbS and
HbC heterozygotes. The main objective of this study was to evaluate
the prevalence of these variants in patients attending the Laboratério
Piloto de Anélises Clinicas da Escola de Farmécia da Universidade
Federal de Ouro. 943 patients of both sexes and different ages were
screened. The diagnosis was made by hemoglobin electrophoresis at
alkaline pH. Samples with abnormal hemoglobin underwent Low Pressure
Liquid Chromatography (LPLC) and solubility test. 62 samples were
identified with abnormal hemoglobin (6.6%), of which 46 (4.88%) with
sickle cell trait (HbAS), 15 (1.59%) with HbAC and one (0.11%) with
HbSC. Homozygous for HbS and HbC were not detected. The results
demonstrate the importance of implementing programs with a greater
scope for studying the epidemiology in Ouro Preto.
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Hemoglobinopathy; Hemoglobin S; Hemoglobin C
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Artigo de Revisao/Review

Triagem neonatal: aspectos clinicos e laboratoriais
Neonatal screening: clinical and laboratory aspects

Bruna C. Pilar’
Vanusa Manfredin?

Resumo

A triagem neonatal se baseia na realizagao de testes laboratoriais nos primeiros dias de vida
do recém-nascido, com o objetivo de detectar e tratar precocemente doencgas que, se preve-
nidas, evitam severas manifestagdes clinicas, além de sequelas como a deficiéncia mental.
O objetivo dessa revisao bibliografica foi abordar os aspectos clinicos e laboratoriais das
doengas que fazem parte do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN). O PNTN foi
implementado em 2001 incluindo a pesquisa da fenilcetondria, hipotireoidismo congénito,
fibrose cistica, anemia falciforme e outras hemoglobinopatias, ampliando a abordagem da
questéo. Atualmente, novas técnicas de triagem neonatal tém se proliferado com o objetivo
de se obterem resultados com maior sensibilidade e especificidade, diminuindo os resulta-
dos falso-positivos e falso-negativos. Pretende-se, portanto, através deste artigo, despertar
a atengéo dos profissionais farmacéuticos para a importancia do conhecimento acerca das
caracteristicas clinicas de cada uma dessas doencas e das técnicas mais modernas utili-
zadas para a triagem.

Palavras-chave
Triagem neonatal; Fenilcetondria; Hipotireoidismo congénito; Hemoglobinopatias; Fibrose

cistica

INTRODUCAO

ATriagem Neonatal (TN), realizada por meio do Teste
do Pezinho, tem o objetivo de rastrear e detectar patologias
na populacdo com idade de 0 a 30 dias. Sua origem re-
monta ao final da década de 50, nos Estados Unidos, em
pesquisas visando a prevencéo de doenga mental em re-
cém-nascidos. A doencga que historicamente motivou o de-
senvolvimento desta area de prevencao foi a fenilcetonduria,
introduzida por Guthrie em 1963.

Desde entdo, a TN vem se desenvolvendo, incluindo
novas patologias e métodos mais eficazes e capazes de
identificar, além de doencas metabdlicas como a fenil-
cetondria, outros tipos de patologias como as hemato-
légicas, infecciosas e genéticas.

Varios fatores tém contribuido para a necessidade de
uma revisdo bibliografica sobre esse assunto, incluindo o
interesse publico maior na triagem neonatal como um pro-
grama de triagem genético universal, a introducdo de novas
tecnologias, e as mudancas demograficas, que enfatizam a
importancia da variacdo humana e cultural.

Dessa forma, o conhecimento sobre as caracteristi-
cas clinicas e o diagnoéstico laboratorial das doengas que

fazem parte do Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN) é fundamental, uma vez que essas doencas apre-
sentam uma alta frequéncia na populacgéo brasileira, consti-
tuindo um problema de saude publica no nosso pais, e o far-
macéutico tem importante papel no diagnéstico das mesmas.
Além disso, o diagnéstico precoce dessas doengas com téc-
nicas modernas traz beneficios pela possibilidade de trata-
mento precoce, produzindo uma substancial racionalizagao
dos gastos publicos com a assisténcia médico-hospitalar.

Assim, o objetivo desse artigo foi relatar, através de
uma reviséao bibliografica, os aspectos clinicos e laboratoriais
das doencas que fazem parte do Programa Nacional de Tri-
agem Neonatal.

TRIAGEM NEONATAL

O termo triagem, que se origina do vocabulo francés
triage, significa selecdo, separagao de um grupo, ou, mes-
mo, escolha entre inUmeros elementos e define, em Saude
Publica, a acédo primaria dos programas de triagem, ou seja,
a deteccdo, por meio de testes aplicados numa populacgéo,
de um grupo de individuos com probabilidade elevada de
apresentarem determinadas patologias.("
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A triagem neonatal (TN) se baseia na realizagéo de
testes laboratoriais nos primeiros dias de vida do recém-
nascido (0 a 30 dias de vida). Esses testes, se feitos no
momento e de forma adequada, permitem que o inicio do
tratamento ocorra dentro de uma janela de tempo em que é
possivel evitar sequelas no desenvolvimento da crianga.®

HISTORICO

A patogénese da fenilcetonuria (FCN) foi estudada a
partir de casos clinicos de retardo mental severo em crian-
cas, sendo o primeiro em 1938, na Noruega, e o outro em
1951, na Inglaterra. Por volta do ano de 1963, Robert Guthrie
desenvolveu uma metodologia diagnéstica para FCN mais
simples e ndo onerosa, com a utilizacdo de sangue total de
pacientes com retardo mental, coletados sob papel filtro.
Guthrie ficou convencido, entéo, ele proprio pai e tio de cri-
ancas com deficiéncia mental causada por FCN, de que
todos os bebés devessem ser rastreados para FCN, e fica-
ra certo de que quanto antes o diagnéstico fosse feito e o
tratamento iniciado, mesmo sem chance de cura, melhor
seria o progndstico dos portadores, evitando o retardo men-
tal. Publicagdes cientificas passaram a acontecer, bem como
o incentivo a alguns trabalhos locais de prevencédo da FCN,
com a simples coleta de sangue de bebés em papel filtro,
no periodo neonatal, antes da saida da maternidade nos
Estados Unidos.®

Desde a década de 60, a Organizacdo Mundial da
Saide (OMS) preconiza a importancia da realizagdo dos
programas populacionais de TN, especialmente nos paises
em desenvolvimento, além de criar critérios para a realiza-
¢ao dos mesmos. O teste do pezinho foi introduzido no Bra-
sil na década de 70 para identificar duas doengas: a FCN e
o Hipotireoidismo Congénito (HC), que eram chamadas
pelos especialistas de "anomalias congénitas". A primei-
ra tentativa brasileira foi em 1976 na cidade de Sao Paulo,
pela Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais
(APAE), sendo considerada uma iniciativa privada e pio-
neira na América Latina.

Ja na década de 80 houve amparo legal para implan-
tacédo dos Programas de Triagem Neonatal em poucos es-
tados brasileiros, como Sao Paulo e Parana, porém com a
Lei Federal n° 8.069, de 13 de julho de 1990 — Estatuto da
Crianca e do Adolescente — houve a obrigatoriedade dos
testes em todo o territorio nacional.®

Em 1992, a legislacdo federal foi complementada,
definindo FCN e HC como as patologias a serem triadas.®

Em 1999 ocorreu a criacdo da Sociedade Brasileira
de Triagem Neonatal (SBTN), com a finalidade de reunir
os profissionais ligados a area e diversos servigos exis-
tentes.®

Em 6 de junho de 2001, o Ministério da Saude langou
o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) com o
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objetivo de ampliar a triagem neonatal existente, incluindo a
deteccéo precoce de outras doengas congénitas, como a
anemia falciforme (AF) e outras hemoglobinopatias, e a
fibrose cistica (FC), e lancar as bases para uma aborda-
gem mais ampla da questéo, envolvendo desde a detecgao
precoce, a ampliagéo da cobertura populacional, tendo como
meta 100% dos nascidos vivos, a busca ativa de pacientes
suspeitos de serem portadores das patologias, a confirma-
cao diagnostica, o acompanhamento, o adequado tratamen-
to dos pacientes identificados e ainda a criagdo de um sis-
tema de informacdes que permitiriacadastrar todos os pa-
cientes em um Banco de Dados Nacional.”

Para efeito de selecdo do painel de doengas, o PNTN
foi organizado em trés fases de implantagéo, para as quais
cada estado foi credenciado com base na cobertura e
infraestrutura pré-existentes:

fase | —HC e FCN;

fase Il—HC, FCN e hemoglobinopatias;

fase lll-HC, FCN, hemoglobinopatias e FC.?

Assim, toda crianga nascida em territério nacional tem
o direito a triagem neonatal. Todos os estados brasileiros
contam com, pelo menos, um servico de referéncia em tria-
gem neonatal e diversos postos de coleta para o teste do
pezinho espalhados pelos municipios de cada estado.®

DOENCAS TRIADAS

Como mencionado anteriormente, as doencas triadas
pelo PNTN séo a fenilcetondria, o hipotireoidismo congéni-
to, as hemoglobinopatias e a fibrose cistica. Nesta secéo
sera feita uma andlise sobre os principais aspectos de cada
uma dessas doengas.

Fenilcetonuria

Fisiopatologia

A FCN é causada por uma mutacao hereditaria reces-
siva no gene que codifica a enzima fenilalanina hidroxilase
(FAH). Essa enzima é predominantemente expressa no fi-
gado (mas também no rim e pancreas) e catalisa irrever-
sivelmente a hidroxilacéo da fenilalanina (FAL), um amino-
acido essencial, a tirosina.®

Esse defeito metabolico leva ao acimulo de fenila-
lanina (FAL) no sangue e aumento da excregéo urinaria de
acido fenilpiravico e fenilalanina.®

Irmaos com a mesma mutacao no locus da FAH po-
dem ter diferentes resultados clinicos, pois é provavel que
outros fatores genéticos e ambientais influenciem a gravi-
dade da doenca. De fato, alguns individuos com FCN nao
tém nenhuma evidéncia de retardo mental, mesmo sem tra-
tamento dietético. No entanto, ha evidéncias de que deter-
minados genotipos estejam associados com aumento mais
elevado na concentracdo de FAL no soro. Em excesso, a
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FAL perturba o transporte de outros aminoéacidos através
da barreira cérebro-sangue e prejudica a sintese de neuro-
transmissores.®

Para a enzima FAH estar ativa, o cofator tetrahidro-
biopterina (BH4) é necessario. Asintese ou reciclagem pre-
judicada de BH4 resulta no aumento da concentragao
de FAL e alguns outros aminoacidos. Esta condigdo néo
responde ao tratamento dietético rotineiro da FCN e, por-
tanto, os estados criaram programas de rastreio adicional
para identificar criangas com estas doencas raras para que
o tratamento apropriado possa ser iniciado.®

Epidemiologia

De acordo com a Sociedade Brasileira de Triagem
Neonatal," em 2001 a prevaléncia da FCN foi de 1: 16.691
e em 2002 de 1:24.310. Porém, ha grandes variagdes na
incidéncia de FCN por grupos étnicos e culturais, com indi-
viduos de descendéncia europeia do norte e individuos na-
tivos do Alasca tendo uma incidéncia mais elevada do que
os individuos negros, hispanicos e asiaticos.®

Manifestagées clinicas

O diagndstico e a instituigdo de um tratamento antes
dos 3 meses de idade sdo fundamentais, pois se 0 mesmo
ndo ocorrer a crianga apresenta um quadro clinico caracte-
rizado por deficiéncia mental, padrdo autista ou comporta-
mento agitado, convulsées, odor caracteristico na urina e
alguns pacientes podem apresentar alteracdes eletroence-
falicas.®

Diagnéstico laboratorial
A triagem da FCN é realizada através da dosagem
quantitativa da FAL sanguinea, obtida de amostras colhidas

em papel filtro. Atriagem através da analise de metabdlitos
na urina mostra-se inadequada para um programa de diag-
nostico precoce, pois as alteragdes detectaveis na urina sé
surgem em fase posterior as que sédo detectaveis no san-
gue e, muitas vezes, ja concomitantemente com os primei-
ros sinais de lesdo no sistema nervoso."

Os métodos tradicionalmente utilizados para a dosa-
gem da fenilalanina no sangue séo os testes de Guthrie-BIA
(semiquantitativo) e de McCaman e Robins modificado
(quantitativo). No teste de Guthrie-BIA, um pequeno disco
de papel contendo excesso de FAL provoca a inibicdo do
crescimento da bactéria Bacillus subtilis em um meio de
cultura. Ja para o método quantitativo, como o de McCaman
e Robins, utiliza-se fluorimetria ou espectrometria de mas-
sa. Entretanto, deve-se estar atento para a possibilidade
da ocorréncia de falsos negativos para o teste de Guthrie-
BIA e falsos positivos para o teste de McCaman. A meto-
dologia enzimatica tem sido utilizada por muitos especialis-
tas em programas de triagem neonatal, em virtude do me-
nor custo e alta preciséo."

No Brasil, segundo o Ministério da Saude, para a
andlise das amostras, pode ser utilizada metodologia
fluorimétrica, enzimatica ou por espectrometria de mas-
sa (MS), e, nos resultados positivos, nova amostra de
sangue seco do recém-nascido deve ser obtida para ana-
lise do nivel de FAL visando a confirmacéo ou néo do diag-
noéstico."

A andlise fluorométrica pode ser automatizada e os
reagentes utilizados sdo relativamente baratos.® A deter-
minacao é realizada através da reacéo iniciada por FAL e
nihidrina que, na presenca de L-leucil-L-alanina (Leu-Ala),
forma um produto fluorescente no terceiro passo de reacao
(R) de acordo com o esquema descrito abaixo:

FAL + Nihidrina - Hidrindantina + CO, + fenilacetaldeido + NH, (12 R)
Fenilacetaldeido + Leu-Ala - Base de Schiff + H O (2% R)
Base de Schiff + Nihidrina - 5-(O-Carboxifenil)-3-hidroxi-3-fenil-1-(leucil-alanina)-2-pirrolin-4-um* + H,0 (3% R)

Um tampéo succinato é utilizado para otimizar a
fluorescéncia e aumentar a especificidade.('? Apesar de ser
relativamente sensivel e exato, esse método sofre interfe-
réncias, podendo ocasionar falsos positivos.('®

Jé o ensaio enzimatico € uma técnica colorimétrica
realizada através da utlizagdo de kifs comerciais. Esse en-
saio pode ser executado em analisadores padrao multiuso
de quimica analitica, mas o custo dos reagentes séo relati-
vamente elevados.(¥

A espectrometria de massa pode ser considerada
como a mais importante das novas tecnologias para a tria-
gem de erros inatos do metabolismo, como a FCN. Uma
vantagem dessa técnica é o seu potencial para a triagem
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de varias desordens simultaneamente.(® E uma tecnologia
cujas moléculas sdo quebradas em pequenos fragmentos
carregados por um processo de colisdo. O perfil dos frag-
mentos é identificado na forma de um espectro e é caracte-
ristico para cada molécula individual. Nao ha separacao
cromatografica preliminar, tornando o método rapido. Uma
desvantagem é que isémeros posicionais de um mesmo
composto tém o mesmo peso molecular e ndo sao diferen-
ciados."®

A MS in tandem (MS/MS), utilizada para a quanti-
ficacdo de FAL sanguinea, é baseada no uso de dois
espectrometros de massa conectados por uma camara de
colisdo. O sangue coletado em papel-filtro é eluido e ionizado
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por eletrospray. Os ions sdo separados por carga no pri-
meiro espectrometro, selecionados por um programa de
computador e passam para a camara de colisdo, onde sédo
fragmentados. Os fragmentos passam para o segundo
espectrometro, onde séo analisados e identificados de acor-
do com a sua massa."®

Dados preliminares indicam que a espectrometria de
massa produz menos resultados falsos positivos do que o
método fluorimétrico em amostras obtidas nas primeiras 24
horas de vida.® A espectrometria de massa também de-
monstrou ser robusta (isto é, sensivel e especifica) e ade-
quada para a deteccéao confiavel de FCN e alguns outros
erros inatos do metabolismo (EIMs).(")

Um laboratério de triagem para mais de um transtorno
normalmente utiliza mais de uma técnica e os métodos utili-
zados variam de manual para parcialmente automatizados.
Automacao total, seja qual for a técnica usada, ira requerer o
desenvolvimento de um perfurador automatico capaz de ava-
liar a qualidade e a posicdo das manchas de sangue no pa-
pel filtro. Essa tecnologia pode levar ao desenvolvimento de
um sistema totalmente automatizado capaz de realizar vari-
os testes. Porém, essas maquinas séo caras, sendo renta-
veis apenas em laboratérios de triagem em larga escala.('”

Técnicas moleculares envolvendo o acido desoxirri-
bonucleico (DNA) sé@o geralmente inadequadas para a tria-
gem neonatal universal para EIMs, tal como a FCN, uma vez
que estes disturbios sdo quase todos causados por um nu-
mero muito grande de diferentes mutagdes individuais, por
vezes especificos para as familias e as correlagdes geno6-
tipo-fenétipo néo séo claras.('”

O papel ideal de testes moleculares em triagem neo-
natal pode ser para confirmacéo de casos identificados por
métodos mais convencionais, a fim de diminuir a taxa de
resultados falsos positivos.®

Um resultado positivo na triagem deve levar a uma ra-
pida avaliacdo do recém-nascido quanto ao estado clinico,
idade e dieta no momento da coleta da amostra. A deficién-
cia grave de FAH normalmente ira resultar em um aumento
da concentracdo de FAL no sangue dentro das primeiras
24 horas de vida, no entanto, as criancas com uma deficién-
cia menos severa podem levar mais tempo para desenvol-
ver uma concentragédo de FAL anormal. E por esta razao
que uma repeticado do teste para todas as criancgas inicial-
mente selecionadas tem sido recomendada.®

O diagnéstico da fenilcetonuria é baseado na consta-
tacdo de uma elevada concentracéo de FAL (valor de refe-
réncia de 4 mg%). AFCN classica, ou apenas FCN, é histori-
camente definida como um nivel de FAL no sangue > 10 mg%,
o que indica uma deficiéncia completa da fenilalanina
hidroxilase. Nesse nivel, fenilcetonas aparecem na urina. Na
hiperfenilalaninemia (HFA) sao vistos niveis de 4.1-10 mg%.("®

E importante salientar, também, que os resultados
"normais" ndo excluem a presenca deste transtorno, pois
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algumas variantes dessas condigdes podem ter inicio
mais tardio na vida, e os resultados falsos negativos po-
dem ocorrer.©®

Tratamento

O tratamento consiste basicamente de uma dieta com
baixo teor de FAL, porém com niveis suficientes deste
aminoacido para promover crescimento e desenvolvimento
adequados.” No entanto, esta abordagem terapéutica é
complicada, desagradavel e dificil de manter ao longo da
adolescéncia e na idade adulta. Perda de controle dietético
pode ser associada a deterioracdo do desempenho
cognitivo e de atencgéo, resultante do desenvolvimento de
doencas degenerativas da substancia branca, e, em mulhe-
res gravidas com fenilcetonuria, os niveis elevados de
fenilalanina no sangue causam teratogénese grave com fa-
Iéncia do crescimento fetal, microcefalia, retardo mental e
cardiopatias congénitas, ou seja, a chamada sindrome de
fenilcetonuria materna. Por todas essas razées, alternativas
inovadoras para a terapia dietética estdo sendo procura-
das, porém encontram-se em fase de pesquisa, ndo tendo
sido ainda referendadas para aplicagédo em pacientes por-
tadores da patologia.®

Controle da doenga

A resposta ao tratamento dietético € monitorado pela
medicdo periddica da concentracdo de FAL no sangue, ava-
liacdo dos parametros de crescimento e revisé@o da ingestao
alimentar. Ndo ha consenso sobre a melhor concentragéo
de FAL no sangue ou a duragéo do tratamento dietético es-
trito. As recomendagdes mais comuns para a concentracao
de FAL sdo de 2 mg/dL a 6 mg/dL para individuos com 12
anos ou menos e 2 mg/dL a 10 mg/dL para as pessoas com
mais de 12 anos. A maioria dos centros recomenda o trata-
mento dietético ao longo da vida. Isto é particularmente im-
portante para as mulheres, pois os fetos expostos a eleva-
das concentracdes de FAL correm um risco significativo de
microcefalia, doenga cardiaca congénita e reducédo do coe-
ficiente de inteligéncia (Ql). Recomenda-se que uma mulher
com FCN atinja concentragdes de FAL inferiores a 6 mg/dL
pelo menos trés meses antes da concepcao e que as con-
centracdes devam ser mantidas entre 2 mg/dL e 6 mg/dL du-
rante toda a gravidez.®

Hipotireoidismo congénito

Fisiopatologia

O HC é uma afecgédo causada pela falta ou producao
deficitaria de tiroxina (T4), um horménio tireoidiano impres-
cindivel para o desenvolvimento normal de todo o organis-
mo."® Na maioria dos casos, o HC é decorrente de uma
anormalidade no desenvolvimento da glandula tireoide
(hipotireoidismo primario), que tem como funcdo, em con-
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dicdes normais, regular a temperatura corporal e a fungéo
cardiovascular, bem como atuar na maturagéo do sistema
nervoso central (SNC).?% Entretanto, em alguns casos, o
hipotireoidismo pode resultar de uma deficiéncia do hor-
monio estimulador da tireoide (TSH) (hipotireoidismo se-
cundario), o qual raramente é um problema isolado (causa-
do por mutagdes no gene da subunidade 3 do TSH), po-
rém, mais frequentemente, é associado com outras defici-
éncias de hormonios hipofisarios, como parte do hipo-
pituitarismo congénito."

Epidemiologia

Antes do inicio dos programas de TN, a incidéncia
mundial de hipotireoidismo congénito, diagnosticado apos
as manifestagdes clinicas, era na faixa de 1:7.000 a
1:10.000. Com o advento do rastreamento de recém-nas-
cidos, a incidéncia foi inicialmente relatada na faixa de
1:3.000 a 1:4.000. Com o decorrer dos programas de tria-
gem, tornou-se evidente que a incidéncia varia de acordo
com a localizagéo geografica. Além disso, ha alguma varia-
¢do na incidéncia entre os diferentes grupos raciais e étni-
cos. Varios programas relataram uma maior incidéncia em
paises da Asia, nos nativos americanos e populagées his-
panicas e menor na populagdo negra americana em rela-
¢do a populagdo branca. Ha, também, em quase todos os
relatérios dos programas de triagem, uma preponderan-
cia do sexo feminino."

No Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Triagem
Neonatal, foi demonstrada uma prevaléncia de 1:15.460 em
2001 e de 1:17.091 em 2002, sendo este o ultimo levanta-
mento realizado no pais.

Manifestagées clinicas

A diminuigdo do metabolismo energético tecidual acar-
retada pela deficiéncia de T4 causa consequéncias sobre
o desenvolvimento 6sseo e neuromuscular. Em algumas
circunstancias, a deficiéncia da tireoide é grave e as mani-
festacdes clinicas surgem precocemente (a partir da quarta
semana de vida),!'® porém, na maioria dos neonatos, o HC
é assintomatico até o terceiro més de vida, mesmo com o
dano cerebral ja ocorrendo progressivamente e, porisso, o
momento ideal para o diagnéstico é o periodo neonatal.??

No exame inicial, os sinais mais comuns sdo hérnia
umbilical e pele fria ou manchada,® sendo que, com a evo-
lucédo da doenga, os problemas 6sseos e neuromusculares
junto com ictericia persistente e ma alimentagéo séo as ca-
racteristicas clinicas mais marcantes.?* As caracteristicas
tipicas de uma crianga com hipotireoidismo congénito in-
cluem aictericia, o rosto inchado e uma fontanela ampla pos-
terior com suturas abertas, a ponte nasal é plana e a boca
pode ser ligeiramente aberta revelando macroglossia. Uma
analise mais aprofundada revelaria bradicardia e abdome
protuberante com uma grande hérnia umbilical. Achados do
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exame neurolégico incluem hipotonia com reflexos atrasa-
dos. A pele pode ser fria ao toque e, na aparéncia, mos-
queada, refletindo comprometimento circulatério.?"

Diagnéstico laboratorial

Segundo o Ministério da Saude," o diagnoéstico do
HC no periodo neonatal pode ser feito de duas formas. A
primeira alternativa é através da medida do horménio esti-
mulante da tireoide (TSH) em amostra de sangue colhida em
papel filtro, seguida da medida de T4 livre e TSH em amostra
de soro, quando o TSH inicial for maior que 20 mU/L. A se-
gunda alternativa é a medida de T4, seguida da medida de
TSH na mesma amostra quando o T4 for menor que o
percentil 10.

Qualquer que seja a estratégia escolhida, a dosagem
de T4 e TSH em amostras de sangue seco pode ser feita
através das metodologias de fluorescéncia, fluorescéncia
tempo resolvida (TRF) e enzimatica.("

A dosagem isolada de T4 apresenta 10% de casos
falsos negativos, enquanto que a dosagem isolada de TSH
nas primeiras 48 horas pode levar a um aumento de casos
falsos positivos,?? sendo, por isso, recomendada a dosa-
gem concomitante de T4 e TSH.

Nos casos positivos, a crianga deve ser chamada ime-
diatamente para exame, e uma amostra de sangue venoso
deve ser obtida para os testes sorolégicos de confirmacéo.
O teste sérico confirmatério é feito pela dosagem de TSH e
T4 livre ou T4 total combinado com alguma medida de pro-
teinas de ligagdo, como uma tomada da resina de triiodo-
tironina (T3).2"

A quantificag@o por fluorimetria pode ser feita através
de um método imunoenzimatico (ELISA) fluorimétrico, que
obedece a técnica do sanduiche. O primeiro anticorpo
monoclonal, localizado na fase sélida e obtido de ratos, age
diretamente contra os determinantes antigénicos das molé-
culas de TSH ou T4, e o segundo anticorpo é entdo ligado a
ions Eurépio, o marcador fluorescente. A fluorescéncia é lida
em um fluorimetro e, em seguida, é feita a determinacgéo
dos valores obtidos em cada amostra a partir de curva pa-
drao obtida previamente.(?

Com o uso da fluorescéncia tempo resolvida, a qual
esta fundamentada na determinacéo do tempo de vida da
fluorescéncia, pode-se medir até quatro analitos simultane-
amente. Este nimero de testes pode ser ainda mais ampli-
ado pelo uso de um detector com recursos de fotometria e
luminométricos, além da fluorimetria, sendo que um instru-
mento como esse pode ser combinado com métodos de
imunoensaios enzimaticos e quimicos.!'")

Tratamento

Os horménios tireoidianos sintéticos constituem a te-
rapéutica, independentemente da etiologia do hipotireoi-
dismo.™ Alevotiroxina (L-tiroxina) é o tratamento de esco-
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lha. Embora o T3 seja a forma biologicamente ativa do
hormonio, a maioria do T3 no cérebro é formada a partir da
deiodinacéo local do T4; assim, a substituicdo por T3 ndo é
necessaria para o funcionamento cerebral normal.?"

O tratamento deve ser iniciado em qualquer crianga
com um resultado positivo na triagem, logo apés os testes
de confirmacgéo serem feitos, mas antes que os resultados
estejam disponiveis®?®" e deve ser continuado por toda a
vida.("®

Controle da doenga

O objetivo geral da terapia é assegurar que esses pa-
cientes sejam capazes de ter crescimento e desenvolvimento
mental o mais préximo possivel do seu potencial genético.
Isto é conseguido por um rapido restabelecimento do T4
livre e TSH para valores normais e, em seguida, a manuten-
¢do do eutiroidismo clinico e laboratorial.?" A avaliagao
laboratorial deve ser realizada na 22 e 42 semanas ap6s o
inicio do tratamento com T4, a cada um a dois meses du-
rante o primeiro ano de vida, a cada trés a quatro meses
entre 1 e 3 anos de idade, e duas a quatro semanas ap6s
qualquer alteragao na dosagem.®

O tratamento prolongado pode levar a disturbios de
temperamento e craniossinostose e deve ser evitado. A
monitorizacao cuidadosa é essencial nos primeiros dois a
trés anos de vida, um momento em que o cérebro tem ainda
uma dependéncia critica do horménio da tireoide. Se o
hipotireoidismo permanente néo for estabelecido pelos 3
anos de idade, o tratamento com levotiroxina pode ser
suspenso por um més e as fungdes tireoidianas endégenas
podem ser reavaliadas.®

HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doen-
cas genéticas causadas por alteragées nos genes que co-
dificam as cadeias globinicas alfa (o) e beta (3) da molécu-
la de hemoglobina (Hb).?® Com padrao de heranga autos-
sdmica recessiva, sdo as desordens hereditarias mais co-
muns nos seres humanos, afetando aproximadamente 7%
da populagdo mundial.(?

O propésito primario da triagem neonatal das hemo-
globinopatias é a identificacdo de criangas com doencas
falciformes. Além disso, a triagem também identifica outras
hemoglobinopatias, incluindo algumas, mas nao todas, as
beta talassemias, a maioria das alfa talassemias, entre ou-
tras hemoglobinopatias clinicamente significantes.("

Anemia falciforme
Fisiopatologia

Dentre as hemoglobinopatias, a anemia falciforme (AF)
é a patologia hereditaria monogénica mais frequente e a
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mais impactante, por sua alta prevaléncia e pela gravidade
de suas manifestagdes clinicas.?”

AAF é causada por uma mutagé@o no cromossomo 11,
determinando uma substituicdo do c6don GAG para GTG,
resultando na substituicdo do aminoacido acido glutamico
(Glu) pela valina (Val) na posigcéo 6 da globina [3 que resulta-
ra na mudanca no ponto isoelétrico (P.l.) da Hb e formacgéao
de uma Hb variante, a hemoglobina S (HbS).?® Devido a
essa mudanca estrutural na molécula de Hb, a mesma fica
mais susceptivel a formar agregados, os quais precipitam
no citoplasma, alterando a morfologia do eritrocito para a
forma de foice.®® Quando dois genes séo afetados diz-se
gue ha homozigose (HbSS) e o individuo possui a doenca
falciforme; contudo, quando apenas um gene é afetado e o
outro é normal diz-se que ha heterozigoze (HbAS) e o indivi-
duo é assintomatico, sendo considerado portador dessa
doenca (trago falciforme).?®

Além disso, o gene da HbS pode combinar-se com
outras anormalidades hereditarias das hemoglobinas, como
a hemoglobina C (HbC), a hemoglobina D (HbD) e a
talassemia, gerando combinac¢des que também sao sinto-
maticas e denominadas, respectivamente, hemoglobino-
patia SC, hemoglobinopatia SD e S/talassemia.®®®

Epidemiologia

Apesar da incidéncia da AF prevalecer em individuos
de diferentes regies da Africa, estudos populacionais tém
demonstrado a presenca de HbS em individuos descenden-
tes de populagdes do Mediterraneo, Caribe, América Cen-
tral e Sul, Arabia e india.®

No Brasil, provavelmente, constitui a doenga heredita-
ria mais prevalente. Estima-se que existem pelo menos dois
milhées de portadores da HbS heterozigotos. Devido a gran-
de miscigenacao populacional, a anemia falciforme afeta
cerca de 0,04% da populagéo geral e em torno de 0,1% a
0,3% da populacéo negra. Acredita-se que as regides nor-
te, nordeste e sudoeste abriguem a maior concentragéo da
doenca, uma vez que grande parte da populagao é de cor
negra.

Manifestagbes clinicas

A alteracdo celular causada pelo processo de falciza-
cao influencia intensamente o fluxo sanguineo, aumentando
a sua viscosidade. Esse aumento da viscosidade, associa-
do a uma elevacao dos niveis de fibrinogénio, aumenta a
capacidade de adeséo dos eritrcitos ao endotélio vascular,
causando deposicdo dos mesmos na superficie endotelial
com consequente diminuigao da luz capilar. Aredugéo da luz
capilar provoca estase com consequente hipéxia tecidual.
Assim, os tecidos mal perfundidos podem sofrer infartos com
necrose e formacao de fibrose, principalmente no bago, medu-
la 6ssea e placenta. Esses eventos podem levar a lesdes
tissulares agudas, com crises dolorosas e cronificadas.®)
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Dessa forma, as principais manifestag¢des clinicas da
AF séo crises algicas, dor toracica aguda, alteracdées hema-
tolégicas, priapismo, Ulceras, infartos e outras.?®

Diagnéstico laboratorial

Para o diagnéstico da AF preconizam-se as seguin-
tes metodologias: eletroforese de hemoglobina, focalizacdo
isoelétrica (FIE) ou cromatografia liquida de alta perfor-
mance (HPLC), testes de avaliagao qualitativa (falcizacao e
solubilidade) e dosagem da hemoglobina fetal (HbF).?® Na
eletroforese de hemoglobinas, as moléculas de Hb em uma
solucdo alcalina possuem uma carga negativa e se deslo-
cam para o anodo. Aquelas com mobilidade eletroforética
maior do que a da HbA sédo conhecidas como hemoglobinas
rapidas. Algumas, em ordem crescente de mobilidade, sédo
as hemoglobinas A2, E=0=C, G=D=S, F, A, K, J, Barts, N=|
e H.CO

A eletroforese em pH alcalino é utilizada para o diag-
nostico de doengas falciformes, porém o mesmo é dificulta-
do no periodo neonatal devido a presencga de grande quan-
tidade de hemoglobina fetal (Hb F), a qual provoca um efei-
to "diluidor". O emprego de eletroforese em pH acido visa a
reduzir esse problema, pois melhora a condi¢édo de separa-
¢éo das fragcdes de hemoglobina, além de separar a fragéo
SdaD,eaCdaE.C"

No Brasil, o diagnéstico da anemia falciforme con-
siste na caracterizagcdo da migracdo da HbS na eletro-
forese por FIE ou HPLC, pois tanto a eletroforese em pH
alcalino quanto em pH acido nédo séo indicadas como pro-
cedimento adequado para triagem neonatal populacional
por ndo serem adequadas a realizacdo de testes em lar-
ga escala e por ndo apresentarem a mesma preciséo da
FIE e do HPLC.™

No método de FIE, as hemoglobinas sdo separadas
de acordo com seu P.I. em um gradiente de pH estavel. Du-
rante o processo de focalizagéo, as hemoglobinas migram
até a posicao onde ocorre a identificacdo de seu P.I. com o
gel, e assim a hemoglobina pode ser visualizada como uma
banda muito nitida. Como cada hemoglobina possui seu P.I.
especifico, as identificagdes de variantes menos comuns,
como D, E, G e outras, ficam bastante facilitadas. As fra-
¢des de HbS ou outras variantes, em neonatos, séo facil-
mente visualizadas por este método.®?

O HPLC é uma metodologia automatizada que possui
maior acuréacia do que os procedimentos eletroforéticos. O
sistema é de facil manuseio e os resultados sdo apresenta-
dos rapidamente. Alguns equipamentos podem ser utiliza-
dos para a quantificagéo das HbA, e HbF, além da identifi-
cacao das HbA, HbS, HbD e HbC. O tempo de retengéo
das fragdes normais permite padronizar o tempo de eluigéo
das variantes, sendo este um critério adicional para identifi-
cacao.® Por ser rapida, precisa e com uma alta sensibili-
dade e especificidade, esta automacao tem sido muito uti-
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lizada para a rotina de laboratérios clinicos e de triagem
neonatal (%

Segundo o Ministério da Saude,!" tanto a FIE quanto
o HPLC podem ser usados isoladamente para a triagem
neonatal, os casos inconclusivos devem ser repetidos utili-
zando-se a outra técnica para aumentar a sensibilidade e
especificidade dos resultados, e a confirmacéao dos resul-
tados positivos deve ser feita através de outra analise em
amostra coletada com 2 meses de idade.

Os testes de avaliagao qualitativa somente séo utiliza-
dos para confirmagao, pois frequentemente resultam em fal-
sos negativos, devido a grande quantidade de HbF no peri-
odo neonatal.®

Para a realizacao do teste de solubilidade, os eritr6-
citos sao lisados e é adicionado ditionito (hidrossulfito de
sédio), o qual reduz a HbS, tornando-a insolavel nos tam-
pdes inorganicos concentrados. Os polimeros de des6xi HbS
obstruem os raios de luz e produzem opacidade.®” Esse
teste baseia-se no fato de que, sob baixas concentracdes
de oxigénio, a HbS torna-se cem vezes menos sollvel que
sua forma oxigenada. Esse teste apresenta uma boa sensi-
bilidade para a triagem de HbS em outras faixas etarias
fora do periodo neonatal e ainda oferece custo bem mais
baixo do que a eletroforese e é de facil execugéo.®"

O teste de falcizacdo baseia-se no fato de que a adi-
¢ado de metabissulfito de sodio, uma substancia redutora,
ao sangue potencializa a desoxigenacéao da Hb e a falciza-
¢édo da HbS. Porém, este teste nado permite distinguir ane-
mia falciforme de traco falciforme ou de outras sindromes
de HbS porque todos os eritrécitos entram em falcizagéao;
todavia, a falcizagdo ocorre mais rapidamente com maio-
res quantidades de HbS nas células.G"

Tratamento

As opgoes atualmente disponiveis e consideradas efi-
cazes para o tratamento sdo o transplante de medula éssea
(TMO) e a hidroxiureia (HU).?® AHU é um agente indutor da
sintese de HbF, que vem apresentando bons resultados em
estudos realizados com pacientes portadores de AF. As al-
tas concentracdes de HbF nos pacientes tratados com HU
reduzem a polimerizagéo da HbS e o nimero de eritrocitos
deformados, densos ou danificados.?)

Além disso, o uso profilatico de penicilina, a adminis-
tracéo de vacina antipneumococo e outros cuidados inten-
sivos aumentam significativamente a sobrevida e a quali-
dade de vida dos portadores das doencgas falciformes, di-
minuem as sequelas e atenuam as complicagdes clinicas.(®)

Controle da doenga

Os avancos na prevencao de infecgbes e crises de
falcizagdo tém proporcionado uma maior sobrevida aos
pacientes, de modo que, a longo prazo, a manutengéo da
boa qualidade de vida é essencial para os individuos com
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doencas falciformes e deve ser objetivo dos profissionais
que tratam destes pacientes.®?

Entre as medidas de controle estdo a boa nutricdo; a
profilaxia, o diagnostico e a terapéutica precoce das infec-
¢bes; a manutencéo de boa hidratagao e evitar condigcées
climaticas adversas. Além disso, acompanhamento ambu-
latorial duas a quatro vezes ao ano e educacéo da familia e
paciente sobre a doenca séo auxiliares na obtengdo do bem-
estar social e mental.®?

OUTRAS HEMOGLOBINOPATIAS
Hemoglobinopatia SC

Além da HbS, podem ocorrer outras mutacdes da
hemoglobina, como a que forma a HbC. AHbC é resultado
de uma mutacéo no gene da globina 3, onde ocorre a subs-
tituicdo do acido glutamico pela lisina, resultando também
em uma alteragéo na estrutura da hemoglobina. Como ci-
tado anteriormente, a HbS pode se combinar com a HbC,
causando a hemoglobinopatia SC, a qual também é
diagnosticada pelo PNTN e possui grande importancia
clinica.®

A frequéncia desta hemoglobinopatia é aproximada-
mente a mesma da anemia falciforme nos negros america-
nos.0

O curso clinico é o de uma doenga falciforme de inten-
sidade menos grave. As crises hemoliticas sdo mais ame-
nas e o bago encontra-se aumentado na crianga, podendo
persistir na idade adulta. Ha perda da fungéao esplénica, que
acontece de forma gradual e ocorre em uma idade mais
avancada do que na anemia falciforme. As complicacées
mais observadas sdo retinopatia proliferativa com perda
progressiva da visé@o, que é mais grave do que na anemia
falciforme, e.necrose asséptica da cabecga do fémur, a qual
esta relacionada aos episédios de sindrome aguda do t6-
rax devido a embolia gordurosa.®%

Assim como para a HbS, a triagem da HbC é feita por
eletroforese de hemoglobina, HPLC ou FIE.?” Nessa do-
enca nao ha HbA e as taxas de HbS e HbC estéo proximas
uma da outra.® No esfregaco sanguineo aparecem mode-
rada a grave anisocitose e poiquilocitose e numerosas cé-
lulas em alvo. Frequentemente aparecem células falciformes
arredondadas e anguladas. O teste de falcizagéo também
pode ser realizado, apresentando resultado positivo.?

a-Talassemias

As a-talassemias constituem um grupo de doencas
hereditéarias, de distribuicdo mundial, causada pela defici-
éncia da sintese de uma ou mais cadeias o da hemoglo-
bina,® resultando no desenvolvimento de anemia microcitica
e hipocrémica.)
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Individuos normais possuem quatro genes responsa-
veis pela producgéo de globinas o.. Andlises por técnicas de
hibridizacdo mostraram que os quatro genes o encontram-
se dois em cada cromossomo 16. As formas de talassemia
o s@o resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou quatro
genes o. Seus portadores sdo caracterizados segundo o
numero de genes afetados em: portador silencioso (um gene
o afetado); o-talassemia heterozigota (dois genes o afeta-
dos); Doenga de hemoglobina H (HbH) (irés genes o afeta-
dos) e Sindrome de Hidropsia Fetal por Hb Bart's (quatros
genes o afetados).®)

Os portadores de o-talassemias apresentam anemia
com graus variaveis, hipocromia, microcitose, poiquilocitose,
diminuigcdo da fragilidade osmoética, reticulocitose, presen-
ca de HbH na eletroforese e na pesquisa citologica de cor-
pos de inclusdo de HbH com coloragéo vital.®” Aanemia se
deve a diminuicdo do tempo de sobrevida dos eritrécitos
que contém corpos de inclusdo e sdo, por isto, retirados
pela microvasculatura esplénica.®)

O diagnoéstico desta anemia hereditaria é feito pela
analise dos indices eritrocitarios, hematoscopia, incluindo
a analise da morfologia eritrocitaria, pesquisa de corpos de
inclusdo de HbH e eletroforese em pH neutro. Secundaria-
mente, a dosagem de HbA,, a contagem de reticulocitos e
a avaliacao do suprimento de ferro auxiliam no diagnéstico
diferencial de anemias de etiologia incerta. Os indices hema-
timétricos podem sofrer alteragdes na presenca de hemo-
globinopatias estruturais e sédo determinantes no diagnésti-
co diferencial das talassemias.®"

B -Talassemias

Este tipo de talassemia resulta de mutagdes nos genes
da globina 3 que levam a sintese reduzida ou ausente das
cadeias 3 da Hb, provocando anemia microcitica e hipo-
crdmica e uma série de quadros sindrémicos causados pe-
los alelos B° (expressédo ausente) e B* (expressdo reduzi-
da).®® Aredugédo ou auséncia das cadeias -globina resul-
ta em um excesso relativo de cadeias (-globina desa-
copladas que precipitam nos precursores eritroides na me-
dula 6ssea, levando a sua morte prematura e, portanto, a
eritropoiese ineficaz.?

Esta é uma doencga extremamente heterogénea e mais
de 180 mutagdes ja foram descritas em todo o mundo, cau-
sando diferentes graus da doenca,*" sendo que a gravidade
da reducéo da cadeia [3 depende da natureza dos defeitos
moleculares subjacentes localizados no cromossomo 11.40

As maiores taxas de prevaléncia sdo encontradas en-
tre as populagdes da regido do Mediterraneo e Sudeste
Asiatico.)

Do ponto de vista clinico, as B-talassemias séo classi-
ficadas como menores (heterozigose para o formas 3° ou
f3*, também conhecidas como tracgo p -talassémico; os por-
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tadores sdo geralmente assintomaticos, mas podem sofrer
de anemia em situagdes como a gravidez, infancia e
estresse), maiores (homozigose B°B° ou heterozigose 3°3*,
também conhecidas como anemia de Cooley, geram ane-
mia severa, com a dependéncia de transfusdes regulares
de sangue), ou intermediarias (homozigose *3* ou hetero-
zigose °B*, compreendendo o fenétipo clinico intermedia-
rio entre a talassemia menor e a talassemia maior).%

O diagnéstico das [} talassemias é feito através de
esfregaco sanguineo e eletroforese de hemoglobinas. Na
[-talassemia maior ocorre anemia hipocrémica e microcitica
e aparecem muitas alteracdes eritrocitarias no esfregaco,
tais como poiquilocitose extrema com formas bizarras, cé-
lulas em alvo, ovalocitose, anéis de Cabot, corpusculos de
Howell-Jolly, entre outros. Na eletroforese de Hb, quando
ha °-talassemia a HbA esta ausente, a HbF esta elevada
(98%) e a HbA, é de aproximadamente 2%; quando ha 3*
talassemia, a HbF corresponde a valores entre 60% a 95%
com presenca de HbA e a razéo de A, para A esta sempre
aumentada. Na 3-talassemia menor geralmente nédo exis-
te anemia, o nimero de eritrécitos esta elevado e a Hb, o
hematécrito e os indices hematimétricos estéo reduzidos.
As alteragdes eritrocitarias aparecem em grau modera-
do.®% Na eletroforese de Hb, a HbA, e a HbF estéo au-
mentadas.®

Fibrose Cistica

Fisiopatologia

A fibrose cistica (FC) ou mucoviscosidade é uma do-
enca autossémica recessiva causada por mutagdes no gene
regulador da condutancia transmembranica da FC
(CFTR),“? uma glicoproteina de membrana que regula o flu-
xo de ions (principalmente cloro) em superficies epiteliais,
levando a perda da fun¢édo dessa proteina.® Asecrecédo de
cloro (Cl-) reduzida da célula para o fluido periciliar e a ab-
sorgao do sodio (Na+) aumentada acarretam desidratacéo
do muco, diminuindo o clearence e alterando seu contetido
i6nico.*)

O espectro dessas mutacdes é muito heterogéneo,
sendo a mais comum uma delegéo de trés nucleotideos do
codon #508 da fenilalanina (designado AF508).%%

Os 6rgaos e tecidos envolvidos na FC sao formados
por epitélio, que apresenta transporte anormal de eletrélitos
através da membrana celular apical. Esse desequilibrio
eletrolitico contribui para a patogénese da doenca, levan-
do a formacédo de secregdes espessas nos 0rgaos e sis-
temas, atingindo principalmente o sistema respiratério e o
pancreas.*?

Epidemiologia

A FC é a doenca hereditaria mais comum em euro-
descendentes, com uma incidéncia estimada de um caso
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a cada 2.500 nascimentos.*? Aproximadamente um indivi-
duo em cada 25 nestas populacdes é portador assinto-
matico do gene. E menos frequente em negros e rara em
asiaticos.*?

A incidéncia da FC varia entre as diferentes regies
do Brasil devido a heterogeneidade da populacéo brasilei-
ra. No Rio Grande do Sul, a estimativa da incidéncia é de
um em 1.587 individuos e é semelhante a encontrada no sul
da Europa.“?

Manifestagées clinicas

A FC é caracterizada por acumulo de secrecéao es-
pessa e purulenta.“? Nos pulmdes, esse aumento na visco-
sidade bloqueia as vias aéreas propiciando a proliferacédo
bacteriana (especialmente pseudomonas e estafilococos),
o que leva a infecgéo cronica, lesdo pulmonar e ébito por
disfuncéao respiratéria. No pancreas, quando os ductos es-
tédo obstruidos pela secregdo espessa, ha uma perda de
enzimas digestivas, levando a ma nutrigdo."

Outros 6rgaos que também sao primariamente atingi-
dos incluem o intestino, o figado, as glandulas sudoriparas
e o trato reprodutivo masculino. Também ocorrem efeitos
secundarios importantes sobre o crescimento e a nutri¢éo.
O curso clinico é variavel, mas a maioria dos pacientes su-
cumbe a doenca pulmonar na idade adulta.®

Diagnéstico laboratorial

O teste de triagem neonatal se baseia na dosagem
quantitativa do tripsinogénio imunorreativo (TIR) em papel fil-
tro e deve ser realizado na primeira semana de vida para
apresentar maior valor diagnéstico. Os acinos pancreaticos
de criancas com FC sédo capazes de produzir tripsinogénio,
precursor pancreatico da tripsina. Porém, como seus ductos
pancreaticos estado bloqueados, o tripsinogénio fica impedi-
do de alcancar o intestino e ser convertido em tripsina, ocor-
rendo assim um aumento da concentragéo de tripsinogénio
na corrente sanguinea.“? Quando a primeira dosagem de TIR
é elevada, é necessario obter uma segunda amostra de san-
gue para nova medigao de TIR. Para a dosagem do TIR era
inicialmente utilizado um radioimunoensaio com anticorpos
policlonais. Este método foi posteriormente melhorado com
a introducéo de um ensaio imunoenzimatico com anticorpos
monoclonais e realizado em placas de ELISA, levando auma
maior sensibilidade e menor tempo de processamento.“4

Os casos triados pela determinacéo inicial de TIR, em
duas dosagens seriadas, deverao ser submetidos a confir-
macao por meio da analise de DNA, priorizando-se o estu-
do da mutagéo AF508 (a mais frequentemente encontrada)
e/ou pelo teste do CI- no suor.("

Aidentificagdo do gene CFTR em 1989 e da mutagéo
AF508 em algumas populagdes permitiu realizar uma tria-
gem neonatal eficiente.“4 A analise das mutacdes relacio-
nadas a FC permite a documentacao de mutagdes raras no
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gene CFTR. Aanalise do DNAtambém é utilizada para es-
clarecer o diagnéstico de pacientes com FC atipica, que
podem apresentar resultado intermediario nos testes
bioquimicos.“?

O diagnéstico por analise de DNA ocorre através da
deteccédo de duas mutacdes relacionadas a doencga, sen-
do que os pacientes podem ser homozigotos (portadores
de uma mesma mutagéo nos dois alelos CFTR) ou hetero-
zigotos compostos (com duas mutacgdes diferentes na
CFTR).“? Quando duas mutagdes sado encontradas, o di-
agnoéstico da FC é confirmado; quando uma mutacgéo é en-
contrada, o paciente deve ser submetido ao teste do suor,
pois o individuo pode ser um mero portador de um dos
genes de FC ou pode apresentar FC se houver uma se-
gunda mutacao que nao foi investigada pelo teste genéti-
co utilizado. Quando nenhuma mutacéo for detectada, a
probabilidade de FC é baixa, sem a necessidade de rea-
lizar o teste do suor.4

A mutagio AF508 pode ser detectada por migragéo
diferencial em gel de poliacrilamida e varias outras muta-
¢bes produzem padrdes caracteristicos de digestdo por
endonucleases de restricdo. Porém, os laboratérios que
realizam a triagem de trinta ou mais mutagdes confiam ti-
picamente em estratégias de pool/ de ASO ou em dot blots,
nos quais o produto PCR marcado do paciente é
hibridizado contra uma série de sondas oligonucleotidicas
de tipo comum ou mutante, imobilizadas em uma tira de
papel filtro.C

Para a medicédo de CI- no suor, o teste mais confiavel
é baseado na técnica de iontoforese com pilocarpina des-
crito por Gibson & Cooke em 1959.“% Esse método con-
siste na estimulagédo da producéo de suor pela pilocarpina,
que é colocada sobre a pele ou diretamente nas glandulas
sudoriparas, usando-se um gradiente potencial (iontofo-
rese) e analise da concentracéo dos ions Na+ e Cl-. Mes-
mo sendo considerado um método adequado para o diag-
nostico da FC, é aconselhavel realizar outros testes para
confirmar a doenga, mesmo quando encontrados niveis nor-
mais ou limitrofes de niveis de CI- no suor,“® pois este mé-
todo requer experiéncia, tempo, cuidados especiais para
evitar a evaporacao, alta exatiddo de escala e capacida-
de do analisador de calcular a composicéo eletrolitica de
amostras diluidas. Além disso, as amostras de suor de-
vem pesar mais de 75 mg,“” o que é dificil em criancas
menores de 1-2 meses.*®)

Tratamento e controle da doenga

Atualmente, o tratamento da FC é direcionado para a
prevencao e/ou correcao das disfungdes nos sistemas com-
prometidos e alivio dos sintomas.*? Portanto, consiste em
acompanhamento médico regular, suporte dietético, utiliza-
cao de enzimas pancreaticas, suplementacao vitaminica (vi-
taminas A, D, E, K) e fisioterapia respiratéria. Quando em
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presenca de complicagdes infecciosas, esta indicada a
antibioticoterapia de amplo espectro."

A FC é uma excelente candidata para terapia génica,
pois se trata de uma doenca cujo defeito estd em um Unico
gene. Pequenas quantidades de CFTR funcional séo sufici-
entes para prevenir a doencga pulmonar, pois quando ape-
nas uma pequena proporcao de células do epitélio estiver
expressando CFTR ja ha correcéo total das propriedades
do transporte de CI.*® Porém, apesar de muitos avancos
obtidos nessa area, a expresséao de transgenes terapéuticos
a niveis suficientes para resultar em correcéo fenotipica ain-
da nédo se mostrou eficiente.“®)

CONSIDERAGOES FINAIS

A TN é o maior programa de saude publica ligado a
genética em todo o mundo, tratando-se de um sistema ge-
ralmente conduzido pelo sistema publico de saude. O Bra-
sil conta com um programa de TN que segue as diretrizes
internacionais adequadamente, sendo o painel de doen-
cas triadas correspondente ao de alguns paises desenvol-
vidos.

A Portaria 822/01 representou, sem duvida, um passo
importante no reconhecimento da relevancia da triagem
neonatal na saude publica do Brasil, tendo um impacto po-
sitivo na resolucéo de problemas de saude muito antigos
em nosso pais. Porém, a medida que vai se consolidando,
novas doencas de alta prevaléncia populacional devem ser
introduzidas.

O principal beneficio da TN é a detecc¢éo precoce de
doengas graves e trataveis, prevenindo problemas como
retardo mental ou mesmo o 6bito. E importante salientar,
também, que a deteccdo de um recém-nascido com alte-
racao no teste do pezinho desencadeia uma cascata de
testes nos demais membros da familia, possibilitando a
investigacé@o e o aconselhamento de outros membros da
familia.

Embora o farmacéutico ocupe um lugar proeminente
nesse programa, o seu conhecimento em relagédo as doen-
cas triadas, especialmente no que diz respeito as melhores
técnicas de triagem, é muitas vezes insuficiente. Com as
técnicas utilizadas atualmente, ha um alto nimero de resul-
tados falsos positivos e falsos negativos. Dessa forma, é
de extrema importancia o conhecimento do farmacéutico
acerca da técnica mais eficiente para a triagem de cada
doenca, reduzindo assim os resultados falsos positivos e
falsos negativos.

Avancos na automacao, informatizacéao e sensibilida-
de dos instrumentos analiticos tém possibilitado a prolifera-
cdo de novas técnicas de TN nos ultimos anos. Assim, a
utilizacao de técnicas mais modernas e eficientes, tais como
a MS/MS e os testes moleculares, ja representa um avango
técnico consideravel.
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O PNTN, no entanto, ndo contempla o diagnéstico de
algumas patologias que também apresentam alta preva-
Iéncia e gravidade clinica. Sugere-se, portanto, que novas
metodologias sejam introduzidas a fim de que o diagnésti-
co de outras doencas clinicamente importantes também seja
realizado no pais. Porém, tais alterag6es devem ser acom-
panhadas de uma avaliacao cuidadosa para garantir a sua
eficacia e custo-eficacia na pratica.

Pretende-se, portanto, despertar nos profissionais de
saude, principalmente farmacéuticos, o interesse e o dese-
jo de conhecer um pouco mais sobre os aspectos clinicos
das doencas triadas pelo PNTN e as técnicas mais moder-
nas utilizadas para triagem. Finalmente, espera-se que as
limitacdes deste trabalho sejam percebidas como possibi-
lidades de estudos para préximos trabalhos.

Abstract

Neonatal screening is based on laboratory testing in the first days of life
of the newborn, with the aim to detect early and treat diseases that are
preventable, avoid severe clinical manifestations, and consequences
such as mental retardation. The purpose of this review was to discuss
the clinical and laboratory aspects of diseases that are part of the National
Neonatal Screening Program (PNTN). The PNTN was implemented in
2001 including the search for phenylketonuria, congenital hypothyroidism,
cystic fibrosis, sickle cell anemia and other hemoglobinopathies,
extending the approach to the issue. Currently, new techniques for
newborn screening have proliferated in order to obtain results with greater
sensitivity and specificity, reducing false positives and false negatives.
It is intended, therefore, through this article, arousing the attention of
pharmacists to the importance of knowledge about the clinical
characteristics of each of these diseases and the most modern
techniques used for screening.

Keywords
Neonatal screening; Phenylketonuria; Congenital hypothyroidism;
Hemoglobinopathies; Cystic fibrosis
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INTRODUCAO

Resumo

Na pratica transfusional atual, tornou-se imprescindivel a implantagéo de provas que tornem
a transfuséo sanguinea um procedimento mais seguro, diminuindo assim as complicagdes
da terapéutica transfusional. Foi estudada a prevaléncia da fenotipagem Rh de 112 pacien-
tes receptores de sangue, classificados de acordo com sua clinica de origem: Traumatologia,
Infectologia, Obstetricia, Clinica Geral, Oncologia e Hematologia. Como as alteragbes
hematoldgicas sdo bastante comuns no Hospital Universitario de Santa Maria, estas foram
estudadas separadamente: linfomas, anemias, leucemias e outras. De uma forma geral, a
frequéncia dos antigenos do sistema Rh foi: alelo D 85,71%, alelo d 14, 29%, alelo C 33,48%,
alelo ¢ 66,52%, alelo E 22,77% e alelo e 77,23%. Ja para os pacientes da Hematologia, a
frequéncia foi: alelo D 83,72%, alelo d 16,28%, alelo C 40,70%, alelo ¢ 59,30%, alelo E
22,09% e alelo e 77,91%. Para as anemias, as frequéncias foram: D 87,50%, d 12,50%, CC
25,00%, Cc 37,50%, cc 37,50%, EE 0,00%, Ee 25,00% e ee 75,00%. Ja para as leucemias:
D 85,71%, d 14,29%, CC 9,52%, Cc 66,67%, cc 23,81%, EE 0,00%, Ee 47,62% e ee
52,38%. Para os linfomas: D 83,33%, d 16,67%, CC 0,00%, Cc 50,00%, cc 50,00%, EE
0,00%, Ee 50,00% e ee 50,00%.

Palavras-chave
Hemoterapia; Fenotipagem Rh; Transfusdo de Sangue

gradativamente nos servicos de hemoterapia, tem apresen-
tado grande destaque.®

Atualmente s&o coletadas no mundo cerca de 75 mi-
Ihdes de unidades de sangue/ano. Estima-se que 80% dos
estoques sejam consumidos por 20% da populacdo uma
vez que, em paises com alto indice de desenvolvimento hu-
mano (IDH), o nimero de doag¢des por mil habitantes é 18
vezes maior do que nos demais paises.” A OMS estima
que, para atender a todas as necessidades de sangue de
um pais, cerca de 3% a 5% da populagéo deveria doar san-
gue todos os anos."

Na pratica transfusional atual, tornou-se imprescindi-
vel a implantagédo de provas que tornem a transfuséo san-
guinea um procedimento mais seguro, diminuindo assim as
complicacdes da terapéutica transfusional.”? Dentre os prin-
cipais procedimentos necessarios para uma transfusdo sem
riscos, a fenotipagem eritrocitaria, que tem sido introduzida

Os sistemas de grupos sanguineos s&o caracteri-
zados por antigenos na membrana eritrocitaria, com ca-
racteristicas funcionais e polimoérficas definidas. Na me-
dicina transfusional, a compatibilidade para o sistema
ABO e para o antigeno D do sistema Rh é fundamental
na prevencao de reagdes hemoliticas, embora seja de-
sejavel que outros antigenos sejam compatibilizados, es-
pecialmente C, c, E, e, do sistema Rh, principalmente em
pacientes passiveis de transfusdes crdnicas, como, por
exemplo, pacientes portadores de doencgas oncologicas
ou onco-hematolégicas, e para a eventual identificacao
de aloanticorpos e autoanticorpos, evitando também re-
acbes hemoliticas.®®

Atualmente, os servigos de hemoterapia sao regidos
pelas normas técnicas contidas na Resolucdo da Direto-

"Departamento de Farmécia Industrial, Universidade Federal de Santa Maria, Campus Camobi— Santa Maria - RS, Brasil.
2Servigo de Hemoterapia, Hospital Universitario de Santa Maria, Universidade Federal de Santa Maria, Campus Camobi—-Santa Maria - RS, Brasil.

Trabalho realizado na Agéncia Transfusional do Hospital Universitario de Santa Maria - RS, Brasil
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no periodo de outubro de 2009 a marg¢o de 2010

ria Colegiada (RDC) n.° 153, de 4 de junho de 2004, que
inclui desde a coleta, o processamento, a testagem, o
armazenamento, o transporte, o controle de qualidade e
o uso do sangue humano e de outros materiais biol6gi-
cos.®

Para se obter seguranca dos produtos sanguineos a
serem utilizados em transfusdes, rigidos parametros de qua-
lidade devem ser seguidos. Entende-se por seguranca
transfusional o conjunto de medidas quantitativas e qualita-
tivas adotadas que visem um menor risco aos doadores e
receptores de sangue, além da garantia de estoques estra-
tégicos de sangue capazes de atender a demanda trans-
fusional. Mesmo com todo o avango na busca de seguranga
transfusional, ndo existe transfusao isenta de riscos. Dai a
importancia de se cumprir com eficiéncia o ciclo hemo-
terapico cujo processo se inicia com a captacao e selecao
de doadores, seguindo-se a triagem sorol6gica e imuno-
hematolégica, processamento e fracionamento das unida-
des coletadas, dispensacéo, transfusé@o e avaliagdo poés-
transfusional.®

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a preva-
Iéncia das fenotipagens Rh dos receptores da Agéncia
Transfusional do Hospital Universitario de Santa Maria no
periodo de outubro de 2009 a marco de 2010.

MATERIAL E METODOS
Coleta de amostras

A coleta de sangue dos pacientes foi feita por veno-
puncéo. No total, foram coletadas 112 amostras por oca-
sido dos pedidos de transfusdo para os receptores; assim,
nenhuma coleta adicional foi realizada nos pacientes além
daquela necessaria ao seu tratamento. Todas as amostras
foram coletadas utilizando-se o EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid)

Procedimento de fenotipagem

Foi utilizado o Teste em Gel da marca DiaMed, se-
guindo o procedimento descrito pelo fabricante. O Gel Tes-
te € um método para microtipagem de grupos sanguine-
os, pesquisa/identificacao/titulacado de anticorpos irregu-
lares e provas de compatibilidade sanguinea pré-trans-
fusionais. O revolucionario método apresenta uma forma
100% assertiva de leitura das reagdes de aglutinacéo,
sem duvidas de interpretagdes, com resultados eficien-
tes e seguros.

O Gel Teste (ID-Micro Typing System) foi desenvolvi-
do e patenteado pela DiaMed AG/Suica e revolucionou a
sorologia de grupos sanguineos, contribuindo para o avan-
¢o e qualidade dos testes imuno-hematolégicos em todo
o mundo.®

RBAC.2018;50(2 supl.2):S42-6

RESULTADOS E DISCUSSAO

As primeiras tentativas de transfusées documentadas
foram realizadas no ano de 1492, no Papa Inocéncio VIII,
que veio a falecer no mesmo ano assim como seus ftrés
doadores de sangue.("

Tentativas em exercer a pratica transfusional passa-
ram pela utilizagdo de sangue de animais transfundido para
animais e de sangue de animais transfundido para seres
humanos.™

Atualmente, a hemoterapia, no Brasil e no mundo, tem
se caracterizado pelo desenvolvimento e adog¢ao de novas
tecnologias objetivando minimizar os riscos transfusionais,
tornando-se uma pratica mais segura.®

O antigeno D, do sistema Rh, é considerado o mais
imunogénico,” causando reagdes transfusionais graves.
Este sistema permite também classificar o sangue huma-
no, segundo a presenca do antigeno D, como: Fator Rh po-
sitivo (presenca do antigeno D) e Fator Rh negativo (ausén-
cia do antigeno D).®

A fenotipagem sanguinea é a determinagéo da pre-
senca ou auséncia de antigenos eritrocitarios na membra-
na da hemacia.” A fenotipagem eritrocitaria, introduzida
gradativamente na rotina dos Servigos de Hemoterapia, tem
contribuido para reduzir o indice de aloimunizacéao dos pa-
cientes politransfundidos e aumentar a seguranca trans-
fusional.”)

A fenotipagem Rh eritrocitaria é definida pela presen-
ca dos antigenos D, C, c, E e e (principais antigenos do
sistema Rh) na membrana do eritrécito. O antigeno D néo
possui alelo, sendo a presenga deste considerada Rh po-
sitivo (D) e a sua auséncia é expressa como d, considera-
da Rh negativo (d), como citado anteriormente. Ja os de-
mais antigenos — C, ¢, E e e — sé@o representados por dois
alelos.®")

Na Figura 1 estdo demonstradas as clinicas de ori-
gem dos pacientes fenotipados. Pacientes oncologicos e
de hematologia sédo, devido as alteracdes clinicas e do
tratamento, como radioterapia e quimioterapia, os mais
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Figura 1. Clinica de origem dos pacientes fenotipados.
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habituais a fazer uso de hemocomponentes e, consequente-
mente, de retornar ao Servigo de Hemoterapia. Por esse
motivo, normalmente, todos os pacientes novos destas cli-
nicas sao fenotipados.

As alteragdes hematologicos sdo bastante comuns no
Hospital Universitario de Santa Maria, que possui um cen-
tro especializado no tratamento de criangas com céancer e
de transplante de medula éssea, o que aumenta constante-
mente o niumero de novos pacientes. A clinica hematologica
atende pacientes com diversas alteragcdes das séries
vemelha e branca. As mais usuais estdo mostradas na Fi-
gura 2 e correspondem as anemias (todas as etiologias),
aos linfomas (Hodgkin e ndo Hodgkin), leucemias (série
mieloide e série linfoide, tanto agudas quanto cronicas), além
de outras menos comuns, como mielomas multiplos (trés
casos), lupus eritematoso sistémico (um caso), hemofilias
(dois casos) e sindromes mielodisplasicas (dois casos).

Em relacdo a frequéncia dos alelos do grupo Rh nas
diferentes clinicas de atendimento, os resultados estdo re-
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Figura 2. Diagnéstico dos pacientes da Hematologia fenotipados.

lacionados na Tabela 1 e demonstrados na Figura 3. Pode-
mos observar que, na avaliagao geral dos pacientes, o alelo
"D" esta presente em 85,71% dos pacientes fenotipados,
enquanto que o alelo "d" esta presente em apenas 14,29%
dos casos analisados. O alelo "C" estava presente em
33,48%, e o alelo "c¢" na maioria dos pacientes,
correspondendo a 66,52%. No ultimo par de alelos, o alelo
"E" esta presente em 22,77% e o alelo "e" em 77,23% dos
pacientes fenotipados.

Uma vez que os pacientes da Clinica de Hematologia
estdo entre os mais frequentes no Servico de Hemoterapia
do Hospital Universitario de Santa Maria, torna-se impor-
tante avaliar as frequéncias quanto ao diagnéstico dos pa-
cientes. Estes resultados estéo listados na Tabela 2 e na
Figura 4. Entre os pacientes com anemias (de diversas
etiologias), os alelos mais frequentemente encontrados fo-
ram o "D", com 87,50%, o "¢" com 56,25% e o "e" com
87,50%.

Ja para os casos de leucemia, os alelos mais frequen-
tes foram os mesmo, porém com diferentes valores: o "D"
teve 85,71%, o0 "¢" 52,38% e o0 "e" 76,19%. Nos casos de
linfoma, os alelos "D", "c" e "e" também se repetem, com
83,33%, 75% e 75%, respectivamente.

Tabela 1 - Frequéncia (%) dos alelos do fenétipo Rh nas clinicas
avaliadas

Alelo D Alelod Alelo C Aleloc Alelo E Alelo e
Geral 85,71 1429 33,48 3348 22,77 77,23
Traumatologia 100,00 0,00 25,00 25,00 41,67 58,33
Infectologia 100,00 0,00 4286 42,86 3571 6429
Obstetricia 62,50 37,50 25,00 2500 1250 87,50
Clinica Geral 84,21 1579 21,05 21,05 18,42 81,58
Oncologia 86,21 13,79 32,76 32,76 2241 77,59
Hematologia 83,72 16,28 40,70 40,70 22,09 77,91

100,00 100,00
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Figura 3. Frequéncia dos alelos do fenétipo RH nas clinicas avaliadas
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Tabela 2 - Frequéncia (%) dos alelos do fenétipo RH nos diferentes
diagndsticos da clinica de Hematologia

Alelo D Alelod Alelo C Alelo ¢ Alelo E Alelo e

Geral 83,72 16,28 40,70 59,30 22,09 77,91
Anemia 87,50 12,50 43,75 956,25 12,50 87,50
Leucemia 85,71 14229 4762 52,38 2381 7619
Linfomas 83,33 16,67 25,00 75,00 25,00 75,00
Outros 75,00 25,00 31,25 68,75 2500 75,00

Ao avaliarmos as possiveis associa¢gbes dos pa-
res de alelos, observam-se as seguintes possibilidades:
"CC", Cc" e "cc", bem como "EE", "Ee" e "ee". As
frequéncias das associacdes foram verificadas para paci-
entes da clinica de Hematologia, pois, como foi menciona-
do, este grupo é o mais frequente no Servico de Hemoterapia.
Os resultados sdo mostrados na Tabela 3 e Figura 5. Nos
pacientes com anemia, observa-se que duas associacoes

apresentam a mesma frequéncia, a "Cc" e a "cc", ambas
com 37,5% e, na segunda associacao, o mais frequente foi
o "ee", com 75% das ocorréncias, formando assim os
feno6tipos mais provaveis de "DCcee" ou "Dccee". Ja nos
caso de leucemia, a maior frequéncia de associagéo foi o
"Cc" e "ee", com 66,67% e 52,38%, respectivamente, for-
mando assim o fenétipo mais provavel de "DCcee". Ja nos
casos de linfoma, as associagdes mais observadas foram
a "Cc", "cc", "Ee" e "ee", todas com 50% dos casos cada
uma, formando assim os fenétipos mais provaveis,
"DCcEe", "DCcee", "DccEe" e "Dccee".

Tabela 3 - Frequéncia (%) das possiveis associa¢des dos alelos do
fenétipo RH nos diferentes diagndsticos da clinica de Hematologia

D d cc Cc Cc EE Ee Ee
87,50 12,50 25,00 37,50 37,50 0,00 25,00 75,00
Leucemia 85,71 14,29 9,52 66,67 23,81 0,00 47,62 52,38
83,33 16,67 0,00 50,00 50,00 0,00 50,00 50,00
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Figura 4. Frequéncia dos alelos do fenétipo RH nos diferentes diagndsticos da clinica de Hematologia.
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CONCLUSAO

A fenotipagem eritrocitaria, introduzida grada-
tivamente na rotina dos bancos de sangue, tem contribui-
do para reduzir o indice de aloimunizacédo dos pacientes
politransfundidos e aumentar a seguranca transfusional. A
relacdo entre os fenétipos e as patologias ainda carece
de maiores estudos.

Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Universidade Federal de Santa Maria e os proto-
colos foram executados segundo as normativas da Resolu-
¢éo 196/1996 e Resolugéo 354/2004 do CONEP.
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Abstract

In the current transfusion practice, has become essential to
implementation of evidence that make blood transfusion a safer
procedure, thus reducing the complications of transfusion therapy. We
studied the prevalence of Rh phenotyping of 112 patients receiving
blood, they were classified according to their clinic of origin:
Traumatology, Infectious Diseases, Obstetrics, Internal Medicine,
Oncology and Hematology. As hematological are quite common at the
University Hospital of Santa Maria, that have been studied separately,
in lymphomas, anemias, leukemia and others. In general, the frequency
of Rh system antigens was: D allele 85.71%, d allele 14,29%, 33.48%
of C allele, ¢ 66.52%, E allele 22.77% and allele e 77.23%. As for the
patients of the Hematology frequency was: D allele 83.72%, d allele
16.28%, allele C 40.70%, 59.30% of c allele, 22.09% of alelle E and
77.91% allele e. For anemia frequencies were: D 87.50%, 12.50% of
d, CC 25.00%, 37.50% of CC, cc 37.50%, EE 0.00%, Ee 25.00% and
ee 75.00%. As for the leukemias: D 85.71%, d 14.29%, CC 9.52%,
Cc, 66.67%, cc 23.81%, EE 0.00%, Ee 47.62% and ee 52,38%. For
lymphomas: D 83.33%, d 16.67%, 0.00% of CC, Cc 50.00%, cc
50.00%, EE 0.00%, Ee 50.00% and ee 50.00%.
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Hemotherapy; Rh phenotype; Blood transfusion
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Resumo

Ainformagéao genética contida no DNA, dentro do nucleo celular, é expressa sob a forma de
proteinas. Qualquer alteragdo que ocorra no DNA gera uma desordem na célula, interferindo
na sua produtividade e/ou atividade. O dano do DNA celular caracteriza a doenga conhecida
como cancer, em que células perdem a normalidade do seu ciclo celular e sdo capazes de
migrar para outros tecidos e 6rgaos. Aleucemia & um tipo de cancer que afeta a hematopoiese
do sistema sanguineo. A leucemia aguda é um evento maligno que ocorre num precursor
hematopoiético muito inicial. A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma doenga clonal da
célula precursora da medula 6ssea, que pode ter como causa uma translocagao reciproca
entre os pares de cromossomos 9 e 22, ocorrendo o encurtamento dos bragos longos de um
dos cromossomos 22, caracterizando o cromossomo Philadelphia (Ph) £(9,22) q(34, q11).A
anomalia citogenética move o proto-oncogene ABL de sua posi¢do normal do cromossomo
9 para uma regiao de ponto de quebra do gene BCR, presente no cromossomo 22. O diag-
néstico da LMC é extremamente importante para a caracterizagéo da doenga e a andlise do
tratamento. Portanto, objetiva-se realizar uma revisao bibliografica sobre o diagnéstico
laboratorial da doenga, comparando os métodos de citogenética e biologia molecular na
deteccao da translocagao t(9,22).

Palavras-chave

Leucemia mieloide crénica; BCR-ABL; Cromossomo Philadelphia.

INTRODUCAO

A identificacdo de processos de transformacao
neoplasica (proliferagéo celular anormal) passou por gran-
des avancos nas Ultimas décadas. O gene, que tem como
efeito biolégico a sua expressao sob forma de proteinas,
esta localizado no DNA, dentro do nucleo celular. Qualquer
mutacdo que ocorra na estrutura gendmica pode levar a al-
teracdes na sintese de suas proteinas correspondentes e
interferir na sua quantidade ou atividade, gerando perturba-
¢cOes celulares.

Em um organismo normal, o ciclo de reprodugéo celu-
lar é controlado de tal maneira que as células formam co-
munidades minuciosamente organizadas. Entretanto, célu-
las que possuem genes mutados podem sofrer perda de
controle da divisdo mitética, originando uma desordem na
multiplicacdo das células descendentes, de modo que es-
tas ndo respondem ou ignoram os sinais para que se dife-
renciem ou sofram apoptose (morte celular programada).??

Estes genes mutantes ou defeituosos sdo chamados
de oncogenes. Eles podem ser inativados ou aumentarem
ainda mais a probabilidade de novas mutagdes. Segundo
Harris, os genes supressores de tumores (exemplo: p53)
que regulam a reproducgéo excessiva de células, quando
sofrem inativacao, tém interferéncia na transcri¢éo e repa-
racéo do DNA no ciclo celular, na senescéncia, na apoptose
e na segregacao cromossomal, resultando na perda da nor-
malidade dos mecanismos que freiam a proliferacéo celu-
lar. J& os proto-oncogenes sdo genes envolvidos especifi-
camente no controle da proliferagéo e sua falha gera um
aumento da sua atividade. Ambas mutag6es podem resul-
tar em um cancer.*?

O cancer é o nome dado a um conjunto de inimeras
doencas que tém em comum a danificagdo do DNA celular,
com células que invadem tecidos e érgaos, podendo espa-
Ihar-se para outras regides do corpo (metastases). Essas
alteragdes no DNA podem ser consequéncia de uma muta-
¢éao, translocacao, amplificacdo, delecao ou de processos
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epigenéticos herdaveis, podendo gerar células tumorais com
cari6tipos grosseiramente anormais. Quando é ativadora,
a mutacéo apresenta um ganho de fungéo na sequéncia que
codifica o préprio oncogene. Ja quando ocorre nos elemen-
tos regulatérios ou em elementos que aumentam o nimero
de copias gendmicas, o resultado € uma funcgéo ectopica
desregulada do produto oncogénico.¢°

Strachan & Read®ressaltam que o efeito dominante
dos oncogenes acontece ao nivel celular. Apenas um alelo
mutante é capaz de iniciar uma mudancga no fenétipo da
célula, que passa de normal para maligno (no caso dos
supressores de tumor, normalmente é preciso perder as duas
copias do gene). Oncogenes ativados, codificadores de
proteinas, podem agir em varias etapas que controlam o
crescimento celular (fatores de crescimento, receptores e
proteinas citoplasmaticos, fatores de transcrigédo e protei-
nas que evitam apoptose).©®

Em geral, é preciso o acumulo de cinco a nove modifi-
cacgdes genéticas numa determinada célula para permitir que
a mesma adquira as caracteristicas necessarias para es-
capar dos mecanismos normais de controle do crescimen-
to e desenvolver um tumor maligno. A maioria das mudan-
¢as genéticas que levam a tumorigénese acontece por mu-
tacdes em células somaticas, produzindo o que se conhece
por tumores esporadicos. Essas mudancas podem ser
consequéncia de uma série de agressdes, incluindo toxi-
nas ambientais, como as da fumaca de cigarro, dano ao
DNA decorrente da radiagéo ultravioleta, ou a baixa, mas
significativa, taxa de mutacdo espontanea associada a
replicacdo e ao reparo do DNA.()

Dentre os diferentes tipos de cancer, as leucemias sao
um importante grupo de doengas malignas que afeta o sis-
tema sanguineo. Ahematopoiese normal exige a prolifera-
¢do controlada e a diferenciacdo ordenada de células
hematopoiéticas pluripotentes para que elas se transformem
em células maduras do sangue periférico. A leucemia é o
resultado de um, ou uma série de eventos genéticos, em um
precursor hematopoiético (stem cell), que faz com que a
célula afetada e sua descendéncia seja altamente proli-
ferativa e indiferenciada. No caso das leucemias agudas, o
evento maligno ocorre num precursor hematopoiético muito
inicial. As células alteradas continuam a proliferar, mas nao
se diferenciam, o que resulta no rapido acumulo de células
mieloides ou linfoides imaturas na medula. As leucemias
cronicas também sdo neoplasias clonais das células
hematopoiéticas, mas as células malignas sdo mais dife-
renciadas, com morfologia mais préoxima ao normal. Assim,
essas doencas caracterizam-se pela proliferacéo excessi-
va de células relativamente maduras, que se parecem com
neutréfilos normais (na leucemia mieloide crénica), com
linfécitos normais (na leucemia linfoide crénica), com
hemacias normais (na policitemia vera) ou com plaquetas
normais (na trombocitemia essencial).” 1
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A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma doenga
clonal da célula precursora da medula éssea, que frequen-
temente apresenta uma translocacéo reciproca entre os
pares de cromossomos 9 e 22 e que resulta no encurta-
mento visivel dos bragos longos de um dos cromossomos
22. O cromossomo anormal £(9,22) q(34;q11) resultante é
denominado cromossomo Philadelphia (Ph) e se apresen-
ta pequeno e acrocéntrico. Neste caso, ocorre uma transl-
ocacao dentro de introns de dois genes, que se fusionam
em um gene anormal e codificam uma proteina com propri-
edades oncogénicas. Aanomalia citogenética move o proto-
oncogene ABL de sua posi¢do normal do cromossomo 9
para uma regié@o de ponto de quebra do gene BCR, presen-
te no cromossomo 22, com fungédo desconhecida. A justa-
posicéo das sequéncias resulta na sintese de uma proteina
quimérica maior, que tem sua atividade tirosina quinase
aumentada, constituindo o evento primario causador da
leucemia cronica e observado em 90% dos pacientes. Essa
leucemia apresenta trés fases distintas: uma fase crénica
ou estavel, uma fase acelerada e uma fase aguda. A fase
cronica é caracterizada pelo excessivo nUmero nao sé de
células mieloides, mas também de células eritroides e
plaquetas no sangue periférico e intensa hiperplasia da
medula éssea. Ap6s um intervalo de tempo de aproximada-
mente quatro a seis anos (podendo variar) em fase cronica,
a doenca entra na fase de aceleracdo e, em seguida, na
fase aguda (leucemia aguda) invariavelmente fatal, também
conhecida como crise blastica da LMC.(7%10)

O diagnéstico laboratorial da LMC é extremamente im-
portante para a caracterizagéo da doenca e a analise do tra-
tamento que sera aplicado. Durante mais de uma década,
anadlises citogenéticas tém sido utilizadas como método de
monitoramento do tratamento quimioterapico em pacientes
afetados. Entretanto, esse procedimento necessita de aspi-
racdo da medula, o que é invasivo ao paciente e frequente-
mente doloroso, além de incluir uma elevada taxa de falhas
na obtencé@o de metastases analisaveis. Com o método de
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR), é observada uma correlagdo com resultados
citogenéticos, de forma que o mesmo se mostra superior
aos outros métodos devido a sua sensibilidade de detecgéo
do rearranjo, tornando-se um método padréo altamente sen-
sivel para deteccédo de LMC e muito util na detecgéo de cé-
lulas leucémicas residuais apés quimioterapia ou transplante
de medula éssea, bem como na confirmacéao de diagnosti-
cos citogenéticos iniciais duvidosos. A partir desta técnica
pode-se obter com rapidez sequéncias de cadeias de DNA
complementares (cDNA) para amplificar mutacdes e
identifica-las. Utiliza-se apenas um RNA mensageiro (RNAm)
isolado como molde, a partir de um tecido de origem con-
veniente (neste caso o sangue). O RNAm é convertido em
cDNA pela transcriptase reversa e posteriormente é usado
como molde para reagé@o de PCR).(®.12)
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uma revisdo bibliografica

A técnica de Real Time - PCR (ou PCR tempo real)
trata de uma técnica desenvolvida com base no RT-PCR. E
mais um método que pode ser utilizado e que torna os re-
sultados ainda mais sensiveis, mas necessita de primers
marcados e de termociclador especial para detec¢éo, sen-
do capaz de medir a quantidade de cDNA ou RNAm de uma
amostra, detectando uma célula leucémica em 10° células
normais. Essa detecgdo do RNA BCR-ABL por PCR confe-
re alta sensibilidade e especificidade, o que o torna particu-
larmente util para o0 acompanhamento da doenca residual
minima.(1314)

Durante sua realizagéo, o acumulo de amplicons é
detectado em "tempo real", para cada ciclo da reacgéo, por
meio da excitacdo de fluorocromos que marcam sondas
sequéncia-especificas ou primers usados na reagéo.

O objetivo deste trabalho é realizar uma reviséo bibli-
ogréfica da literatura sobre o diagnoéstico laboratorial da
LMC, comparando os métodos de citogenética e biologia
molecular na detec¢éo da translocagéo dos cromossomos
9e22.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacao deste trabalho foi feita uma reviséo
da literatura sobre o diagnéstico da LMC. Por meio de base
de dados, foram pesquisados artigos cientificos no periodo
de junho a agosto de 2010, que relatam sobre o diagnéstico
laboratorial da LMC por citogenética e PCR. A partir da ana-
lise de uma lista de referéncia de artigos selecionaram-se os
trabalhos mais relevantes publicados entre os anos de 1999
e 2008. Esses trabalhos foram analisados e os resultados,
discussdes e conclusdes foram descritos a seguir.

RESULTADOS

A leucemia mieloide crénica (LMC) é caracterizada
em 95% dos casos pela presenga de uma translocacéao
reciproca entre os cromossomos 9 e 22, que resulta em
um cromossomo marcador chamado "Philadelphia” (Ph1).
Devido ao fendmeno de edigdo do RNA, transcritos de fu-
séo envolvendo éxons diferentes do gene BCR podem ser
formados, sendo os principais do tipo b2a2 e b3a2, origi-
nando uma proteina quimérica de 210 Kd (P210BCR-ABL).
Muitas técnicas especificas tém sido introduzidas para de-
tectar as translocagdes ou os produtos do cromossomo
Philadelphia. O diagnéstico geralmente requer a analise
citogenética e a pesquisa do RNAm do gene BCR-ABL no
sangue periférico ou na medula éssea."”

Rotineiramente, a citogenética é recomendada para
a detecgédo da translocacao classica t(9;22)(q34;q11) e anor-
malidades adicionais que possam aparecer na evolugédo da
LMC para fases avancadas. A analise citogenética da me-
dula 6ssea pode ser feita pelo método convencional, pela
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hibridagéao in situ detectada por fluorescéncia (FISH) ou por
biologia molecular, através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR).®

A citogenética convencional tem a vantagem de néo
necessitar de qualquer tipo de sonda, apresentando, por-
tanto, o menor custo. Ela deve ser sempre realizada para o
estudo de outras alteragées citogenéticas, mas nao é o exa-
me de escolharegular para a detec¢édo da t(9;22). O uso de
transcricao reversa associada a PCR em tempo real tornou
a quantificagdo de RNAm mais simples e precisa. A PCR
em tempo real requer uma plataforma de instrumentacéao
que contém um termociclador acoplado a um sistema o6tico
para a excitacdo da fluorescéncia e captura da emissao,
além de um computador para aquisicdo de resultados e
andlise final da reagao.®

A sensibilidade da PCR em tempo real depende da
integridade do RNAm utilizado na analise e é determinada
por meio de experimentos de diluicdo feitos com a amostra
do proprio paciente ou um padrao de referéncia, ou seja,
uma linhagem celular ou plasmideos contendo a sequéncia
génica de interesse. Fatores que interferem na integridade
do RNAm, como atraso na extragéo e no transporte de amos-
tras, podem causar interferéncia também nos resultados da
PCR em tempo real. Recentemente foi descrita a presenca
do transcrito p190BCR-ABL em baixos niveis no momento
do diagnéstico em pacientes com LMC M-bcr p210BCR-
ABL. O fato da quantidade da p190BCR-ABL parecer estar
relacionada com a da p210BCR-ABL levanta a hipétese de
gue a detecgéo do transcrito p190BCR-ABL durante o acom-
panhamento do paciente estaria relacionada com um au-
mento de carga tumoral durante a evolugdo da doenca, en-
quanto o paciente permanece em remissao. Portanto, pen-
sou-se na utilizacéo da presenca de p190 como marcador
de recaida.®™

DISCUSSAO

A RT-PCR qualitativa, que avalia a presencga ou au-
séncia dos transcritos BCR-ABL, foi introduzida no final de
1980, mas logo em 1992 foi superada pela PCR quantitati-
va (Real Time - PCR ou PCR - tempo real ou RQ-PCR,
normalmente usa-se RT-PCR também para se referir a Real-
Time, dai a confus@o de termos), que garante informacgées
muito mais precisas, oferecendo a vantagem de ser facil-
mente padronizada. Em breve o método quantitativo deve-
ra ser utilizado na rotina clinica, ndo apenas no diagnéstico
da LMC, mas, também, nas demais leucemias que apre-
sentam marcadores moleculares reconhecidos, pois esta
metodologia permite a quantificacéo dos produtos de am-
plificacdo génica em todas as fases de uma reagédo de
PCR.®19

A partir da andlise dos resultados, observa-se que a
maior parte dos estudos recomenda que a citogenética
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convencional seja realizada para o estudo de outras altera-
¢des citogenéticas, mas ndo como exame para a detecgéo
da t(9;22).

Os pacientes com LMC devem ser seguidos com rea-
lizacdo do cariétipo até o desaparecimento do cromossomo
Ph, e entéo, por testes quantitativos moleculares para BCR-
ABL por PCR. Recomenda-se a realizacédo do cariétipo,
mesmo ap6s sua negativacdo, pelo menos uma vez ao ano,
no sentido de se detectarem precocemente evolugdes
clonais que podem representar a iminéncia de uma crise
blastica.(™

CONCLUSAO

A partir dos dados e estudos analisados, conclui-se
que, para avaliacao e diagnéstico da LMC, o método PCR-
tempo real é o mais indicado. Apesar de ter o custo mais
elevado, apresenta-se mais eficaz na deteccéo do diagnos-
tico por ser altamente especifico, preciso e conclusivo. Além
destas caracteristicas, oferece a quantificacdo, um dado
importante para o monitoramento do estado do paciente,
tanto na fase cronica, como na fase aguda da doenca.

A analise do cariétipo, embora tenha um custo mais
baixo e ndo necessite de marcadores, tem alto indice de
resultados duvidosos, podendo ser realizada em conjunto
com o teste molecular para a confirmacéao de diagnoéstico
ou durante o acompanhamento da evolugéo da doenca.
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Abstract

The genetic information contained in the DNA within the cell nucleus is
expressed in the form of proteins. Any change that occurs in the DNA
generates a disorder in the cell, interfering in its productivity and / or
activity. The damage of cellular DNA characterizes the disease known
as cancer, where cells predict the normality of their cell cycle and are
able to migrate to other tissues and organs. Leukemia is a type of
neoplasm that affects the hematopoiesis of the blood system. Acute
leukemia is a malignant event that occurs in a very early hematopoietic
precursor. Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal disease of the
precursor cell of the bone marrow that can cause a reciprocal translocation
between the pairs of chromosomes 9 and 22, shortening the long arms
of one of the chromosomes 22, which characterizes the Philadelphia
chromosome (Ph) £(9;22)(q34; q11). Myeloid leukemia (CML) is a clonal
disease of the precursor cell of the bone marrow the cytogenetic anomaly
moves the ABL proto-oncogene from its normal position on chromosome
9 to a breakpoint region of the BCR gene, present on chromosome 22.
The diagnosis of CML is extremely important for the characterization of
the disease and the analysis of the treatment. Therefore, a bibliographical
review on the laboratory diagnosis of the disease was carried out,
comparing the methods of cytogenetics and molecular biology in the
detection of translocation t(9;22).
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Chronic Myeloid Leukemia; BCR-ABL; Philadelphia Chromosome
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INTRODUCAO

Resumo

A anemia falciforme (HbS) é considerada a doenga hematoldgica de maior frequéncia. Indi-
viduos homozigéticos (HbSS) apresentam a doenca em diversos graus de gravidade, en-
quanto que os heterozigéticos (HbAS) séo clinicamente e hematologicamente normais,
sendo aptos a doagéo de sangue. Entretanto, o sangue contendo HbS apresenta restricées
de uso devido ao potencial de falcizagao no receptor. O trabalho objetivou verificar a prevaléncia
de HbS em doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Piaui, em
virtude de reduzidos dados no estado. Foi realizado um estudo transversal, de outubro a
dezembro de 2009, onde foram incluidos mil doadores atendidos no hemocentro. A triagem
de HbS foi feita através da eletroforese de hemoglobina. A prevaléncia encontrada na popu-
lacéo estudada foi de 5,6%, estando de acordo com os dados da literatura para o Nordeste.
Ocorreu prevaléncia de HbS em etnia mesti¢a (87,5%), no género, masculino (72,5%) e na
faixa etaria entre 18 a 25 anos (44%). Em estatisticas avaliadas, ndo foram observadas
correlagdes entre sexo e etnia. Entretanto, significante correlagéo foi observada em relagéo
a faixa etaria. Com a frequéncia obtida no estudo, mostra-se a importancia da triagem de
doadores quanto ao aconselhamento genético, permitindo o uso adequado do sangue a ser
transfundido.

Palavras-chave
Hemoglobina S; Trago falciforme; Doadores de sangue; Prevaléncia.

¢do a cadeia 3 normal (valina no lugar do acido glutamico,
na posicado 6), produzindo a cadeia }s. Em pacientes

Anemia falciforme, também conhecida como
drepanocitose, é uma hemoglobinopatia genética, isto é,
uma doenca herdada através da transmissao de genes de
pais para filhos, que causa alteracéo na conformacéo es-
pacial da molécula de hemoglobina, responsavel direto pelo
transporte de oxigénio nas hemacias. Foi descrita inicial-
mente em 1910, em Chicago, nos Estados Unidos, em um
paciente negro procedente de Granada, com uma sindrome
composta por dor 6ssea, anemia grave, palpitacdes,
dispneia e ictericia.("

Pertence ao grupo das hemoglobinopatias estruturais,
devido a uma mutacédo ocorrida no gene da cadeia [} da
hemoglobina, localizado no brago curto do cromossomo 11,
que determina a troca de apenas um aminoacido em rela-

homozigotos (HbSS) para este gen, desenvolve-se a ane-
mia falciforme, por predominio da hemoglobina S (HbS) e
inexisténcia de hemoglobina A (HbA), predominante em
pessoas normais.("

E considerada a doenca hematolégica hereditaria
mais comum da humanidade, mais prevalente em negros e
naqueles com ascendéncia negra. De acordo com Paiva e
Silva et al.®® no Brasil, afeta 0,1% a 0,3% da populagéo
negroide e, em decorréncia da miscigenacéo, este indice é
parecido em pardos, estando também presente na popula-
¢do caucasoide brasileira.

O traco falciforme, forma heterozigética da doenca
(HbAS), caracteriza o portador assintomatico, laborato-
rialmente representado pela associagdo das hemoglobinas
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Ae S ou HbAS. Aconcentracao da HbS no trago falciforme
é sempre menor que a da HbA, variando entre 30% e 40%.
Eventualmente, quando associado com anemia ferropriva
ou talassemia alfa, a concentracdo da HbS pode se situar
abaixo de 30%. Geralmente detecta-se o portador de HbAS
em estudos populacionais e pré-natal, ou em andlises de
familiares com membros portadores do gene da HbS.®

De acordo com o Ministério da Saude, estima-se, no
Brasil, a prevaléncia de portadores de trago falcémico
(heterozigotos HbAS) em 2%, nimero que cresce para 6%
entre os negros, permitindo calcular em mais de 2 milhdes
o numero de portadores do gene da HbS e em 8 mil os afe-
tados com a forma homozigética, o que torna a anemia
falciforme um problema de saude publica no Brasil.*) Estu-
dos epidemiolégicos sobre a doenga falciforme ainda sédo
reduzidos, ndo havendo até meados dos anos 90 qualquer
programa oficial de satde publica voltado para os individu-
os portadores desta doenga; em muitos estados, as notifi-
cacdes ainda sao deficientes, dificultando assim o perfil
epidemiolégico da doenga.®9

O diagnoéstico da anemia falciforme é composto de
testes laboratoriais inespecificos, como o hemograma, o
esfregaco sanguineo e o teste do afoicamento, e de testes
especificos, como a eletroforese de hemoglobina e o teste
de solubilidade, que identificam hemacias falcizadas e a
HbS no sangue. O hemograma destes pacientes revela ane-
mia moderada, indices hematimétricos normais (anemia
normocitica e normocrémica). Ha presenca de reticulocitose,
como em toda anemia hemolitica. O esfregaco de sangue
periférico revela presenca de drepandcitos (presentes em
qualquer variante falcémica); sua auséncia, porém, néo des-
carta a anemia falciforme. Outros achados séo leptocitos,
corpusculos de Howell-Jolly e de Peppenheimer, policro-
matofilia, eritroblastose, leucocitose neutrofilica e trombo-
citose. O diagnéstico de certeza é feito pela eletroforese de
hemoglobina.®

Em decorréncia da grande morbidade intrinseca de
tal doenca, o diagnéstico de portadores de HbSS sintoma-
ticos e o rastreio de portadores do trago falcémico em ser-
vigos de hematologia publicos é de enorme valia no manejo
desta doenca tdo limitante. Permite o tratamento otimizado
destes doentes e o aconselhamento genético dos portado-
res de HbS na forma heterozigética quanto as implicagcdes
sobre sua saude e seu planejamento familiar.”)

Diante da paucidade de estudos no estado do Piaui
sobre este tema, da necessidade de melhoria constante da
qualidade do sangue a ser transfundido, da importancia
dessa doenca, da possibilidade de aconselhamento gené-
tico para aquelas familias com portadores do traco falcémico
e da relevancia do estudo para a saude publica é que nos
propomos a desenvolver o presente estudo, com o objetivo
de determinar a prevaléncia do gene da HbS em doadores
de sangue no Centro de Hematologia e Hemoterapia do
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Piaui - Hemopi e verificar a correlagdo com as caracteristi-
cas da populagéo estudada.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal para avaliar a
prevaléncia do trago falcémico em doadores de sangue aten-
didos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado
do Piaui - Hemopi, durante o periodo de 28 de outubro a 31
de dezembro de 2009, submetido a apreciagéo e aprova-
¢ao do Conselho de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Saude, Ciéncias Humanas e Tecnolégicas do Piaui -
Novafapi (n°. 0243.0.043.000-09).

No estudo foram incluidos os doadores considerados
elegiveis pelos critérios do hemocentro: doadores aqueles
com mais de 50 kg, com idade acima de 18 anos, hemo-
globina entre 13,0 g/dL e 17,0 g/dL para homens e para as
mulheres entre 12,0 g/dL e 16,0 g/dL, além de aptos na tria-
gem clinica. A selecao dos participantes foi feita de manei-
ra aleatéria, uma vez por semana, sendo sorteado um dia
na semana, e, nesse dia, um turno de doacéo.

A caracterizagao da populacgao estudada foi feita medi-
ante as informacdes cadastradas nos prontuarios dos doa-
dores, a partir do banco de dados do hemocentro coorde-
nador, seguindo a padronizagéo do banco de cadastros cri-
ado pelo Datasus/Hemovida. As variaveis utilizadas no es-
tudo foram: idade, sexo e grupo racial. Devido a variavel
raca estar classificada em varias etnias, para este estudo,
consideraram-se os grupos de acordo com a classificagédo
utilizada no hemocentro: caucasiano, caucasiano brasilei-
ro, negro, amarelo, indio e mestico.

Para a pesquisa da presenca de HbS em cada doa-
dor, foram colhidos 4 mL de sangue em tubos contendo
EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) como anticoagu-
lante e utilizou-se o sistema de coleta a vacuo. As amostras
foram preservadas a 4°C até o momento da realizacéo do
exame de eletroforese de hemoglobina.

A eletroforese é considerada o melhor método para
separacao e identificagcdo de hemoglobinopatias. A hemo-
globina é uma proteina carregada negativamente e a
eletroforese de hemoglobina em pH alcalino parte desse
principio, uma vez que, durante a corrida eletroforética, es-
sas proteinas migram para o pélo positivo. As hemoglobinas
com defeitos estruturais causados por substituicdes de
aminoacidos de diferentes pontos isoelétricos vao apresen-
tar mudangas em suas cargas elétricas, resultando na ocor-
réncia de diferentes mobilidades.®

Para a avaliagcdo das bandas de hemoglobina, sédo
feitas duas analises: uma qualitativa, onde se verifica a pre-
senca de bandas de hemoglobina, e uma quantitativa, na
qual se determina a porcentagem relativa de cada banda
de hemoglobina. Para analise estatistica, os resultados fo-
ram processados no programa "SPSS" (versé@o 10.0) para
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caracterizacao da amostra e correlagdes de Spearman en-
tre as variaveis pela frequéncia e estatistica descritiva. A
associacao entre as variaveis foi feita com o teste do qui-
quadrado.(? Os graficos com média e desvio padrao para
as variaveis e a significancia foram processados no
Graphpad Prism (versao 5.0).

RESULTADOS

As caracteristicas da populagdo de doadores do
hemocentro do Piaui no periodo de outubro a dezembro
de 2009 se apresentam da seguinte forma: a maior
prevaléncia de doadores (38,9%) situa-se na faixa etaria
entre 26 e 35 anos, seguida dos grupos entre 18 e 25 anos
(32,4%), entre 36 e 45 anos (18,5%) e 46 e 66 anos
(10,2%) (Tabela 1). A maioria dos doadores é do género
masculino (72,5%) (Tabela 1). Em relagéo ao grupo étni-
co, houve predominio dos mestigos (86,4%), seguidos dos
caucasianos (11,3%), negros (1,5%), indios (0,6%) e ama-
relos (0,2%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da populagdo de doadores do
Hemopi no periodo de outubro a dezembro de 2009

Caracteristicas da populacao Frequéncia Percentual (%)
Idade
18-25 anos 324 32,4
26-35 anos 389 38,9
36-45 anos 185 18,5
46-66 anos 102 10,2
Total 1000 100
Sexo
Masculino 725 72,5
Feminino 275 27,5
Total 1000 100
Grupo étnico
Amarelo 2 0,2
Negro 15 1,5
paucasiano 113 11,3
Indio 6 0,6
Mestico 864 86,4
Total 1000 100
HbS
Positiva 56 5,6
Negativa 944 94,4
Total 1000 100

A prevaléncia do tracgo falcémico na populacéo de do-
adores do hemocentro foi relativamente alta. Entre os mil
doadores estudados, 56 (5,6%) apresentaram resultados
positivos para a HbS no exame de eletroforese de hemo-
globina em ph alcalino. Quanto a positividade da HbS de
acordo com a idade, 44,7% dos casos positivos estao situ-
ados na faixa etaria entre 18 e 25 anos, 23,2% entre 26 e
35 anos, 21,4% entre 36 e 45 anos e 10,7% estdo na faixa
etaria de 46 a 66 anos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Associagao da positividade da HbS com o total de doadores
do Hemopi, no periodo de outubro a dezembro de 2009, de acordo
com a faixa etaria

Faixa Etaria HbS Positiva n (%) HbS Negativa n (%)
18-25 anos 25 (44,7) 299 (31,6)
26-35 anos 13 (23,2) 376 (39,8)
36-45 anos 12 (21,4) 173 (18,3)
46-66 anos 6 (10,7) 96 (10,1)
Total 56 944
DISCUSSAO

Em nosso pais, segundo o Ministério da Saude, mais
de 2 milhdes de pessoas séo portadoras do traco falciforme
e cerca de 8 mil apresentam anemia falciforme. Estima-se,
a cada ano, o nascimento de setecentas a mil criancas por-
tadoras de doenca falciforme e 200 mil com o traco
falciforme. A hemoglobina S tem uma importancia relevan-
te, principalmente pela sua frequéncia e morbidade no Bra-
sil. Em decorréncia da grande miscigenacéao da populagéo
brasileira, a prevaléncia do gene HbS possui ampla varia-
cao nas diferentes regides do pais, sendo mais frequente
onde a proporcao de antepassados negros da populacéo é
maior, variando entre 1% e 2% na regiao sul, e entre 6% e
10% na regido nordeste.%' Nesta regido, observa-se o
surgimento de um novo caso de doenca falciforme para cada
mil nascimentos e a presenca de um portador do trago
falciforme em cada 27 nascimentos, constituindo um verda-
deiro problema de satde publica.("

Neste trabalho, a triagem de portadores do traco
falciforme foi feita mediante a realizacdo do exame de
eletroforese de hemoglobina em pH 8,5. Esta metodologia
é baseada no complexo de interagcdes de hemoglobinas
com um tampao eletroforético alcalino e um suporte de
agarose. Em meio alcalino, a hemoglobina é uma proteina
carregada negativamente e, quando submetida a um cam-
po elétrico, migra em direcdo ao pélo positivo. As hemo-
globinas com defeitos estruturais apresentam, entretanto,
diferentes mobilidades quando comparadas a hemo-
globina normal durante a eletroforese, fato que se deve as
substituicées de aminoacidos com diferentes pontos
isoelétricos, o que permite a identificacdo das diversas
variantes desta molécula em mais de 85% dos casos.!"?
Por isso é considerado o melhor método para triagem de
hemoglobinopatias isoladamente, uma vez que as anali-
ses podem ser efetuadas com rapidez e relativo baixo cus-
to, quando comparado aos métodos de triagem que utili-
zam a associacao de diferentes técnicas de identificacao
de hemoglobinas variantes.("®

De acordo com a portaria RDC 343, de 13 de dezem-
bro de 2002,' "todo sangue a ser coletado, processado e
transfundido, deve apresentar boa qualidade, ndo podendo
ser, portanto, veiculo de propagacao de patologias". Esta
portaria recomenda também que seja realizada a detecgao
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de HbS em doadores de sangue. Os pesquisadores deci-
diram realizar o presente estudo com o intuito de cumprir
essa portaria e com o objetivo de melhorar a qualidade do
sangue a ser transfundido.

O objetivo dos programas de triagem para a deteccao
de hemoglobinopatias é a busca de doentes e de portado-
res da forma heterozigética da doenca, para se fazer o
aconselhamento genético desses individuos. Tem como
objetivo a orientagdo dos mesmos sobre a tomada de deci-
sBes em relacao a reprodutividade e ajuda para a compre-
ensao dos outros aspectos da doenca. Apresenta um cara-
ter assistencial, pois o foco é a tomada de decis6es consci-
entes e equilibradas a respeito da procriagédo, sendo dife-
rente da eugenia, pois visa primordialmente a defesa dos
interesses dos pacientes e da familia, e ndo da socieda-
de.” Agrande prevaléncia do trago falciforme no nosso pais,
em especial na regido nordeste, reforga a importancia des-
sa detecgdo.®

Até o momento, ha poucos relatos e divulgagées de
estudos realizados no Piaui na literatura. Desta forma, este
estudo também oferece uma boa contribuicdo no sentido
de fornecer dados de grande utilidade para os administra-
dores de saude, pois podem permitir efetivo planejamento
de programas educacionais e de prevencgao.

Os dados obtidos através do exame de eletroforese
de hemoglobina sugerem que 5,6% dos doadores de san-
gue do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Piaui -
Hemopi sé@o portadores do tragco falcémico (Tabela 1). Se-
gundo Naoum,® a prevaléncia média de portadores desse
traco no Brasil é de 2,1%. Nas regides nordeste e sudeste
esta prevaléncia sobe para valores médios acima de 5%,
sendo estas duas regides as que apresentam maior
frequéncia de HbS.G*"®Um estudo realizado no ano de 2008
sobre a prevaléncia de hemoglobinas variantes em doado-
res de sangue no mesmo hemocentro mostra que 3,4% de
mil amostras analisadas apresentaram positividade para a
HbS.610

Destarte, a prevaléncia do traco falcémico obtida nes-
te estudo pode ser considerada alta se comparada a mé-
dia nacional, sendo concordante, porém, com os valores
existentes para a regido nordeste. Esta foi a regido que re-
cebeu o maior afluxo de escravos durante a era colonial e,
consequentemente, o maior nimero de seus descendentes
encontra-se nela. Tal dado pode explicar o fato de a preva-
Iéncia em nosso estudo encontrar-se proxima a prevaléncia
do traco falciforme para a populagéo negra.

Segundo os dados obtidos do estudo, embora o mai-
or numero de doadores se encontre na faixa etaria entre 26
e 35 anos (38,9%) (Tabela 1), a maior prevaléncia de porta-
dores do trago falcémico encontra-se na faixa etaria entre
18 e 25 anos (44,7%) (Tabela 2), sendo esta diferenca esta-
tisticamente significativa. Isto pode apontar para um possi-
vel aumento da incidéncia do traco falcémico, reforgando
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ainda mais a necessidade da criagédo de politicas publicas
voltadas para a melhoria do sangue a ser transfundido e o
aconselhamento genético dessa populacéo. E valido, en-
tretanto, ressaltar que os portadores de HbS sao conside-
rados aptos a doacdo de sangue. Porém a utilizagéo do
sangue contendo HbS apresenta restricdes de uso, devido
ao potencial de falcizagdo no receptor, além de dificulda-
des operacionais durante a leucorredugéo de concentrados
de hemacias.®

O género masculino corresponde a 72,5% dos doa-
dores (Tabela 1), abrigando também a maioria dos porta-
dores da HbS (71,9%) (Tabela 3), porém, quando se com-
para a prevaléncia do trago falcémico por sexo (masculino -
5,9% e feminino - 4,7%), observa-se que nao houve diferen-
¢a estatisticamente significativa, uma vez que os genes que
controlam a sintese da cadeia 3 da hemoglobina ndo sao
ligados ao sexo.

Tabela 3 - Distribuicdo da positividade de HbS em doadores do
Hemopi, no periodo de outubro a dezembro de 2009, de acordo com
0 sexo e a etnia

. HbS negativa HbS positiva
Caracteristicas n (%) n (%)
Sexo

Masculino 682 (71,9) 43 (76,8)
Feminino 262 (28,1) 13 (23,2)
Total 944 (100) 56 (100)
Etnia
Amarelo 2(0,2) -
Negro 13(1,4) 2(3,5)
Caucasiano 108 (11,4) 5(8,9)
Indio 6 (0,6) -
Mestico 815 (86,3) 49 (87,5)
Total 944 (100) 56 (100)

(1) x? = 0,248.gL =1.valor de p= 0,618 e (2) %> =2,33 gL=4.valor de p=0,67

Quando se comparou a prevaléncia da HbS de acor-
do com o grupo étnico, observou-se maior prevaléncia no
grupo negro (13,3%) em relacéo aos demais, seguido pelo
grupo mestico (5,7%) e caucasiano (4,4%) (Tabela 4). Deve-
se chamar atengé@o para os seguintes fatos: os mestigos
representam a maioria da populagéo do estudo. A informa-
¢éo sobre a etnia é obtida questionando-se o doador e o
fato de que este grupo abrange os mulatos claros, médios e
escuros, refletindo assim a grande miscigenacgéo da popu-
lagédo nordestina.

Tabela 4 - Comparativo da positividade da HbS com o total de
doadores do HEMOPI de acordo com a etnia

Etnia HbS Positivo (%) HbS Negativo
Negro 2 (13,3%) 13
Mestico 49 (5,7%) 815
Caucasiano 5 (4,4%) 108
Indio 0 7
Amarelo 0 2

Total 1000 (100%) 1000
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Prevaléncia de trago falciforme em doadores de sangue no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Piaui - Hemopi

CONCLUSAO

No estudo sobre a prevaléncia de tracgo falciforme em
doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemo-
terapia do Piaui - Hemopi, a frequéncia de HbS encontrada
no estudo (5,6%) esta de acordo com os dados encontra-
dos na literatura para a regido nordeste, provavelmente de-
vido a miscigenacao racial e a grande demanda de ante-
passados negros na regido, o que ressalta a importancia
da implantagé@o de programas de triagem para a detecgao
de hemoglobinopatias na populacdo doadora de sangue,
com o objetivo de orientar os mesmos na tomada de deci-
sbes quanto a sua procriagdo, com um carater assistencial.
Esse estudo colabora com o aprimoramento na qualidade
do sangue a ser transfundido, fato de grande importancia
para a saude publica, uma vez que existem poucos regis-
tros de anadlises de dados atuais relacionados ao conheci-
mento e controle da prevaléncia do traco falciforme no esta-
do, e as notificagdes sobre essa hemoglobinopatia ainda
séo deficientes em alguns estados do Brasil.
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Abstract

Sickle cell anemia is considered a hereditary blood disease of highest
frequency. Homozygous individuals (HbSS) show the disease in various
degrees of severity; whereas, the heterozygous ones (HbAS) are clinically
and hematologically normal being able to donate blood. However the
blood of individuals containing HbS has limitations of use due to the
sickling potential of the receiver. This study aimed to determine the
prevalence of HbS in blood donors of the Hematology and Hemotherapy
Center of the state of Piaui, on account of the reduced of updated data
in this state. This was a transverse study, during the period of October
until December of 2009, which included 1000 blood treated in the blood
center. The screening was made through of hemoglobin electrophoresis.
The prevalence of HbS in the population examined was 5.6%, which is
consistent with the literature data for the northeast. Prevalence of HbS
occurred in mixed ethnicity (87.5%), according to gender, male (72.5%),
and aged between 18 and 25 (44%). In statistics evaluated no significant
correlations between gender and ethnicity. However significant correlation
was observed in relation of age. Upon the average obtained in this
research, it's revealed the importance of the screening of donors regarding
genetic counseling for appropriate quality of blood to be transfused.

Keywords
Hemoglobin S; Sickle cell trait; Blood donors; Prevalence
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Artigo de Revisao/Review

Avaliacao de plaquetas relacionada a anemia ferropriva
Evaluation of platelet related to iron deficiency anemia

Dione da Silva

Resumo

A anemia é um grave problema de satde que atinge milhares de pessoas no mundo todo,
sendo que a anemia ferropriva corresponde por cerca de 50% das anemias. De acordo com
a literatura, a anemia por deficiéncia de ferro € acompanhada por um aumento na contagem
de plaquetas. Neste trabalho, foram avaliados 100 pacientes de ambos os sexos e idades
entre 1 a 89 anos, com niveis de hematécrito, hemoglobina e ferritina abaixo dos valores de
referéncia. Apenas 1% (n=1) dos casos avaliados apresentou contagem de plaquetas supe-
riores a 450.000 p/IL e 6% (n=6) dos casos apresentaram contagem de plaquetas abaixo do
valor de referéncia 150.000 a 450.000 p/L. O valor médio de plaquetas para o grupo estudo
foi de 263,3 + 76,7, enquanto que o valor médio de plaquetas para o grupo controle foi de
221,4 + 45,6. No presente trabalho foi observado que ndo houve um numero significante de
casos onde a anemia ferropriva fosse acompanhada de contagem elevada de plaquetas

Palavras-chave

Anemia ferropriva; Trombocitose; Plaquetas

INTRODUGAO

A anemia é um problema de saude publica, ocasio-
nando consequéncias graves na salide humana, no desen-
volvimento social e econdmico, afetando tanto paises de-
senvolvidos como subdesenvolvidos.'?

Sendo as anemias decorrentes de diferentes fatores,
a anemia por deficiéncia de ferro corresponde a 50% dos
casos, e acredita-se que este tipo de anemia afete mais de
2 milhées de pessoas no mundo.(4

Os trombécitos ou plaquetas sdo fragmentos discoi-
des provenientes da fragmentacédo do citoplasma dos
megacariocitos, sdo responsaveis pela hemostasia prima-
ria (fungcéo de adesdo e agregacao), participam da hemos-
tasia secundaria (correlacionam-se como os fatores da co-
agulacao), estdo envolvidas nos mecanismos de trombose
e sdo causas de patologias tanto pela diminuigcdo do seu
numero (trombocitopenia ou plaquetopenia), quanto pelo seu
aumento.%®

Apesar das poucas pesquisas existentes sobre a re-
lagdo da anemia ferropriva e o comportamento das pla-
quetas, muitos autores afirmam que perante um estado de
anemia ferropriva (anemia por deficiéncia de ferro) existe
uma plaquetose ou trombocitose, ¢7%®) porém, na pratica.
existem poucos trabalhos sobre o assunto, bem como estu-
dos mais aprofundados.

Esta pesquisa foi realizada com o intuito de verificar
se na pratica laboratorial existe realmente o aumento do
namero plaquetario em pacientes com anemia ferropriva,
descrevendo a importancia da anemia e da trombocitose
como problema de saude mundial, bem como conse-
gquéncias na saude humana, além de diferenciar e demons-
trar as melhores metodologias empregadas no diagnéstico
de anemia ferropriva e plaquetometria avaliando e descre-
vendo o comportamento das plaquetas em um grupo de cem
pacientes com anemia ferropriva.

MATERIAL E METODOS

Com os dados cedidos pelo Laboratério PR Andlise -
Andlises e Pesquisas Clinicas, foram analisados os exa-
mes de ferritina e hemograma de 1.581 pacientes de am-
bos os sexos, com idades entre 1 e 89 anos, no periodo de
dezembro de 2009 a junho de 2010, dos quais foram sele-
cionados 100 com anemia ferropriva, e 100 controles (o pro-
cesso de inclus@o e exclusdo para o Grupo Estudo e Con-
trole pode ser visto na Tabela 1 e Fluxograma 1).

Os pacientes com anemia ferropriva foram classifica-
dos pelos niveis de hematécrito e hemoglobina, de acordo
com os dados da Organizagdo Mundial de Salde e pelos
niveis de ferritina no soro, sendo sua medicao particular-
mente valiosa na distingdo entre as anemias por deficién-

'Biomédico, Especialista em Anélises Clinicas pelo Instituto Brasileiro de Pés-graduacdo Extenséo (IBPEX). Especialista em Hematologia e Hemoterapia
Laboratorial pelo Instituto de Pesquisa e Educagédo em Salide de S&o Paulo (IPESSP).
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cia de ferro causadas por baixas reservas de ferro e as ane-
mias que resultam de uma utilizagéo de ferro. A seguir en-
contra-se a tabela utilizada para classificacdo de pacientes
com anemia ferropriva:

Tabela 1 - Niveis de hemoglobina, hematdcrito e ferritina utilizados
para classificar pacientes com Anemia Ferropriva

Grupos Hemoglobina Hematédcrito Ferritina
(Hb) (Ht)

Criangas de 6 meses 11 (g/dL) 33% 6 - 60 ng/mL

a 5 anos

Criancas de Sanosa 44 5 (/1) 34%  6-320ng/mL

11 anos

Criancas de 12 anos a o

13 anos 12 (g/dL) 36% 6 - 320 ng/mL

Mulheres adultas 12 (g/dL) 36% 10 - 291 ng/mL

Homens adultos 13 (g/dL) 39% 22 - 322 ng/mL

Fonte: Adaptado de Manual de Ensaios do ADVIA Centaur, 2008-2009 (%) e
OMS/UNICEF/ONU, 2004."

Para a classificacdo da variagdo na contagem das
plaquetas foi utilizado como valor de referéncia a contagem
de 150.000 a 450.000/pL, sendo valores abaixo de 150.000/
ML classificados como trombocitopenia e valores acima de
450.000/pL classificados como trombocitose.”

Pesquisa de Pacientes
que realizaram
hemograma e ferritina,
total de 1581 pacientes.

Triagem pelos critérios
da tabela 7 e divisdo
em dois grupos

v '

Grupo Estudo: 100 Grupo Controle: 100
pacientes com pacientes com valores
resultados dentro dos ndo aplicados a tabela
valores da tabela 7 7 (sem anemia).
(anemia).

Andlise da contagem
de plaquetas do grupo
estudo e controle

|
Confecgdo de graficos e
tratamento dos
resultados obtidos de
acordo com a variacao
plaquetria.

Comparacao dos
resultados obtidos
com outras pesquisas

A dosagem de ferritina foi realizada pelo ADVIA
Centaur por meio do método de imunoensaio do tipo san-
duiche, efetuado em dois locais que recorrem a tecnologia
quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades cons-
tantes de dois anticorpos antiferritina.

Ja a dosagem de hemoglobina, hematocrito, bem
como contagem de plaquetas foram realizadas pelo apare-
lho Cell Dym 3700, no qual a hemoglobina é feita pelo méto-
do de espectrofotometria, num canal do contador eletrénico
que compartilha com os leucécitos, sendo a exatidao exce-
lente com coeficiente de variagao inferior a 2%.'"

Com a utilizacdo destes dados, foi feita uma andlise
comparativa das dosagens observando se ha variagéo na
contagem de plaquetas (trombocitose) entre o Grupo Estu-
do e o Grupo Controle.

RESULTADOS

Na Figura 1 temos a classificacdo das plaquetas em
percentual do Grupo Controle (n=100), com idade entre 1 e
89 anos de ambos os sexos.

29% Grupo Controle n = 100

B Plaquetas Normais
W Plaquetas Diminuidas

" Plaquetas Aumentadas

98%

Figura 1. Anemia ferropriva x plaquetas — Grupo Controle.

A Figura 2 mostra a classificagdo das plaquetas em
percentual do Grupo Estudo, sendo 100 pacientes (n=100)
com anemia ferropriva, com idade entre 1 e 89 anos de
ambos os sexos.

Grupo Estudo n = 100
6% 1%

M Plaquetas Normais
M Plaquetas Diminuidas

W Plaguetas Aumentadas

93%

Fluxograma 1. Processamento e metodologia simplificados
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Figura 2. Anemia ferropriva x plaquetas - Grupo Estudo.
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A Figura 3 mostra o grafico do Grupo Controle em paralelo ao Grupo Estudo.

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

Plaquetas pL

—+—Grupo Controle

-=-Grupo Estudo

Figura 3. Grupo Controle x Grupo Estudo.

DISCUSSAO

No Grupo Controle (Figura 1) todos os casos apre-
sentaram hemoglobina, hematocrito e ferritina dentro dos
valores de normalidade. Dos 100 casos avaliados, dois (2%)
apresentaram contagem de plaquetas diminuidas, ou seja,
abaixo de 150.000/uL. Nao houve nenhum caso de trom-
bocitose/plaquetose (contagem acima 450.000/uL). Houve
98 casos (98%) de contagem de plaquetas dentro dos valo-
res normais de referéncia, sendo o valor médio das pla-
quetas no Grupo Controle de 221,4 +45,6.

O Grupo Estudo (Figura 2) apresentou 93% dos casos
(n=93), que apresentaram contagem de plaquetas dentro dos
valores normais de referéncia (150.000 a 450.000 p/L).

Houve 6% (n=6) de casos com trombocitopenia/
plaquetopenia e apenas 1% (n=1) dos casos foi de trombo-
citose/plaquetose. O valor médio de plaquetas para o Gru-
po Estudo foi de 263,3 + 76,7.

No grafico apresentado na Figura 3 é possivel visua-
lizar que o Grupo Estudo (casos de anemia ferropriva) ten-
de a variar na contagem de plaquetas tanto para mais
quanto para menos, enquanto o Grupo Controle parece
mais estavel.

Devido a escassez de pesquisas sobre a plaqueto-
metria relacionada a anemia ferropriva, e as poucas exis-
tentes utilizarem diferentes metodologias, fica dificil fazer
uma correlagdo com outros estudos.

Apesar das limitagdées encontradas durante as pes-
quisas, seja pela escassez de trabalhos sobre o assunto,
seja pela divergéncia de metodologias, ainda assim foi pos-
sivel realizar um estudo comparativo com os principais
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achados. Na visdo do autor deste trabalho, tais diferencas
sdo estatisticamente pouco relevantes no resultado final
obtido.

CONCLUSOES

No presente trabalho foi observado que ndo houve um
namero significante de casos onde a anemia ferropriva fos-
se acompanhada de contagem elevada de plaquetas. Po-
rém, pode-se observar que, em um estado de deficiéncia
de ferro, as plaquetas se comportam de forma instavel, ten-
do uma grande variagédo com tendéncia tanto para eleva-
¢do como diminuigcdo na contagem, ou seja, ela pode se
apresentar tanto para plaquetose quanto para uma plaque-
topenia.

Como ainda é desconhecido o processo de interacao
entre a variagao plaquetaria em conjunto com a série ver-
melha, fica dificil afirmar com precisdo qual a real influéncia
de uma anemia por deficiéncia de ferro na hemostasia das
plaquetas, porém é possivel observar com esse trabalho que
ela ocorre. Sendo assim, tal pesquisa fica em aberto para a
possibilidade de novos estudos mais aprofundados para
entender tal relagao.
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Abstract
Anemia is a serious health problem that affects thousands of people
around the world, iron deficiency anemia represents about 50% of
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Avaliacéo de plaquetas relacionada a anemia ferropriva

anemias. According to the literature, iron deficiency anemia is
accompanied by an increase in platelet count. In this study, 100 one
hundred patients were evaluated for both sexes, aged 1-89 years, with
levels of hematocrit, hemoglobin and ferritin below the reference values.
Only 1% (n = 1) of the cases had a platelet count greater than 450,000
/L and 6% (n = 6) of cases had a platelet count below the reference
value from 150,000 to 450,000 /L. The average count platelets for the
study group was 263.3 = 76.7, while the average value of platelets in the
control group was 221.4 + 45.6. In this study it was observed that there
was no significant number of cases where the iron deficiency anemia
was accompanied by elevated count of platelets.

Keywords
Iron deficiency; Thrombocytosis; Platelets
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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Visando pesquisar alteragées hematoldgicas, terapia antirretroviral e exercicio
fisico durante a infecgdo causada pelo HIV-1, foi realizado um levantamento bibliografico,
abordando a ligacdo destes assuntos ao virus em questdo. Métodos: Realizou-se uma
investigacao bibliografica com base em artigos publicados entre os anos de 2000 a 2010.
Resultados: Nas alteragbes hematolégicas, a anemia e a leucopenia séo classificadas
como as mais frequentes. Em relagdo aos efeitos adversos causados pelo uso dos
antirretrovirais, destaca-se 0 AZT da classe dos Inibidores da Transcriptase Reversa Analo-
gos de Nucleosideos (ITRN), como principal droga supressora da medula 6ssea diminuindo
a sintese da hematopoiese, e o efavirenz, da classe dos Inibidores da Transcriptase Reversa
N&o Anélogos de Nucleosideos (ITRNN), apresentando cerca de 53% das alteragées do
SNC. Os exercicios fisicos apresentam-se como uma alternativa para tentar amenizar as
alteragdes metabdlicas corpéreas causadas pelos antirretrovirais no que diz respeito as
sindromes lipodistréficas. Conclusao: Apés o advento da TARV, os soropositivos passaram
a ter um prognéstico positivo em relagdo a qualidade de vida. No entanto, as alteragdes
hematolégicas e a lipodistrofia causadas por certas drogas levam o paciente a procurar
alternativas para amenizar estes efeitos adversos, onde o exercicio fisico apresenta-se como
uma alternativa para combater estas alteragdes.

Palavras-chave
HIV-1; Alteragdes hematoldgicas; Efavirenz; Zidovudina; Exercicios fisicos

¢des foi de 2,7 milhées, enquanto que a proporgéo de pes-
soas que morreram em decorréncia da AIDS contabilizou

Asindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA, AIDS
— Acquired Immunodeficiency Syndrome) é uma doenca
pandémica que tem como agente etiol6gico o virus da imuno-
deficiéncia humana (VIH, HIV — Human Immunodeficiency
Virus), um retrovirus que contém RNA, pertencente a subfamilia
Lentivirinae.V

AAIDS é a manifestagéo clinica avangada decorren-
te de um quadro de imunodeficiéncia causado pelo HIV,
que é transmitido pelas vias sexual, parenteral ou vertical.
O HIV diferencia-se em tipo 1 e 2, sendo que o HIV-1 é o
mais patogénico e o mais prevalente no mundo, e o HIV-2
é endémico na Africa Ocidental, disseminando-se pela
Asia.®

O numero de pessoas vivendo com HIV/AIDS em todo
o mundo continuou a crescer em 2008, atingindo um nu-
mero estimado de 33,4 milhées. O nimero de novas infec-

2,0 milhdes. Estas estatisticas incluem todas as faixas
etarias.®

Ainfeccgao pelo HIV-1 é caracterizada por uma conti-
nua replicagéo viral e deplecao dos linfécitos T CD4+, acar-
retando alteragdes imunologicas, infecgdes por patégenos
oportunistas,® neoplasias secundarias e doengas neurol6-
gicas.® A carga viral e a contagem de células T CD4+ s@o
marcadores prognésticos importantes para o monitoramento
da infeccdo e acompanhamento da evolugdo da doenga
nesses pacientes. Outros fatores, como infec¢des oportu-
nistas, marcadores de ativagéo imunolégica e perda de peso
dos pacientes também estdo associados com a progres-
sdo da doenca.®

As alteragdes hematolégicas associadas a esta infec-
¢do sd@o multifatoriais, mas sdo causadas principalmente
pela diminuicdo da produgédo da sintese hematopoiética.®
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Estudos epidemiolégicos recentes tém relatado que a ane-
mia € uma das manifestagdes hematol6gicas mais comuns
causadas por esta infec¢gdo, com prevaléncia entre 63%-
95%, dependendo do estado clinico do paciente.®

O melhor entendimento da patogenia da infecgéo, a
descricdo de marcadores precoces da evolugdao da AIDS
(contagem dos linfécitos T CD4+ e da carga viral plasmatica
deste virus), o estabelecimento das profilaxias das infecgdes
oportunistas e o desenvolvimento do tratamento antirre-
troviral de alta eficacia (TARV) estéo entre os grandes avan-
¢os nestas duas ultimas décadas.®

O advento da TARV alterou a histéria natural da infec-
¢ao pelo HIV-1, reduzindo a incidéncia de infec¢des oportu-
nistas e melhorando as imunodeficiéncias.® As classes de
farmacos atualmente utilizados na TARV s&o: Inibidores da
Transcriptase Reversa Analogos de Nucleosideos (ITRN);
Inibidores da Transcriptase Reversa Nao Analogos de
Nucleosideos (ITRNN); Inibidores de Protease (IP); Inibi-
dores da Entrada do HIV/Inibidores da Fusao.”

O efavirenz (EFZ) é uma das classes mais recentes de
agentes antirretrovirais e esta entre os medicamentos de pri-
meira escolha no tratamento da AIDS. E um antirretroviral
Inibidor da Transcriptase Reversa Nao Analogo de Nucleo-
sideos (ITRNN) do virus da imunodeficiéncia adquirida.®

A zidovudina (AZT) tornou-se o primeiro farmaco a ser
aprovado para o tratamento da AIDS e condigdes relacio-
nadas a ela.) Os ITRN, classe da qual a AZT faz parte, sdo
muitas vezes considerados a "espinha dorsal" do tratamen-
to do HIV-1, e tipicamente duas drogas desta classe estédo
incluidas em regimes de coquetéis. O AZT é uma das esco-
Ihas por se tratar de uma medicacgéo de baixo custo, princi-
palmente quando distribuida em recursos publicos de pai-
ses em desenvolvimento.®

Apo6s o desenvolvimento da TARV, no ano de 1996,
as manifestagdes clinicas decorrentes desta infeccao tor-
naram-se menos frequentes, havendo uma melhoria do prog-
noéstico e, consequentemente, da qualidade de vida do pa-
ciente soropositivo.("9

A partir do ano de 1998, uma série de alteracdes anato-
micas e metabédlicas passou a ser descrita nos pacientes
portadores de HIV/AIDS, particularmente naqueles em uso
da TARV. Estas alteragées anatémicas foram descritas de
maneira genérica como lipodistrofia e/ou sindrome lipodis-
trofica. As alteragdes anatdmicas compreendem uma lipo-
distrofia na regido da face, membros superiores e inferio-
res e uma proeminéncia das veias superficiais, associadas
ou ndo a um actimulo de gordura na regido do abdémen,
regiao cervical (gibas) e nas mamas.(""

As alteragdes metaboélicas compreendem um aumen-
to sérico de lipideos, intolerancia a glicose, aumento da re-
sisténcia periférica a insulina e diabetes mellitus, associa-
das ou ndo as alteragdes anatémicas.("? Ainda como altera-
¢bdes metabolicas e graves efeitos adversos, pode-se citar
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a supressao da medula dssea e/ou anemia hemolitica que
é evidenciada nestes pacientes.®

A mudancga no estado fisico/corporal tem sido uma
caracteristica central da infecgéo pelo HIV/AIDS. Até o ano
de 1996, o interesse que norteava os estudos sobre exerci-
cio e HIV-1 estava fundamentalmente focado nas possiveis
adaptacdes ao exercicio dos sistemas imunolégico e cardio-
vascular."™

A partir da cronicidade dainfeccéo, o desenvolvimento
de estratégias de intervengédo que possam contribuir para
a melhoria da aptidao fisica relacionada a saude dos por-
tadores constitui-se, cada vez mais, em um desafio para
os profissionais da saude.?® O exercicio fisico é citado
como uma destas estratégias, sendo indicado para com-
bater os efeitos adversos da TARV no documento Reco-
mendacgdes para Terapia Antirretroviral em Adultos
Infectados pelo HIV.("4

MATERIAL E METODOS

De acordo com as crescentes estatisticas ligadas ao
HIV/AIDS e principalmente as diversas manifestacdes que
esta doenca apresenta, verificou-se a necessidade de se
realizar uma investigacgéao bibliografica que abordasse mais
profundamente as ligages deste virus com as alteracoes
hematolégicas, o uso de medicamentos — especificamente
efavirenz (ITRNN) e zidovudina (ITRN) —, bem como o im-
pacto de exercicios fisicos no paciente soropositivo.

Realizou-se uma investigagdo em artigos publicados
entre os anos de 2000 e 2010 em diversos bancos de da-
dos eletronicos e sitios cientificos de acesso livre e privado,
havendo assim a selecdo de material de &mbito nacional e
internacional. A partir dos dados obtidos por esta pesquisa,
foram lidos os resumos para uma triagem e selecdo dos
artigos, néo havendo prioridade para qualquer tipo de estu-
do, mas desde que estes artigos selecionados fossem liga-
dos ao tema abordado pelo presente trabalho. Os artigos
foram classificados segundo seu nivel de evidéncia e seu
grau de recomendacao.

RESULTADOS
A infeccgao pelo HIV/AIDS

A AIDS, causada pela infeccédo através do HIV, foi
identificada no inicio da década de 1980.(” O HIV pertence
a familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae, que causa
efeitos citopaticos em curto prazo e uma infecgao longitudi-
nal persistente que culmina em um quadro geral que
corresponde a AIDS.?

O alvo principal do virus HIV-1 durante a infeccédo é o
linfécito T CD4+. Por esta razéo, o quadro clinico daAIDS é
caracterizado em funcéo da contagem sanguinea de linfocitos
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T CD4+ no individuo infectado, da caracterizagéo das con-
dicdes clinicas relacionadas a esta infec¢ao e, sobretudo,
a contagem da carga viral plasmatica.("

O virus infecta os monécitos, macrofagos, células
dendriticas e, principalmente, os linfécitos T auxiliares-
indutores, também denominados T helper cells, que séo res-
ponsaveis pela modulagéo da resposta imunolégica. Todas
estas células t¢m um marcador fenotipico de superficie de-
nominado CD4 (CD - cluster of differentiation), o qual é o
receptor de alta afinidade da proteina gp120 do HIV. Ha outro
tipo de linhagem de células, os linfécitos T CD8+, que cons-
tituem a defesa do individuo gerada em consequéncia des-
ta infeccdo. As células T CD8+, definidas como células
citotoxicas, sdo responsaveis pela eliminagéo celular de
patégenos ou células infectadas por virus.?

A evolucéo natural da infecgao pelo HIV-1 divide-se
em infecgdo aguda, infeccdo assintomatica/periodo de
laténcia clinica e infeccéo sintomatica.!"® Ainfecgdo aguda
ocorre apoés a transmissao viral, que se estabelece através
da transferéncia de fluidos corporais de um individuo
infectado para outro néo infectado. As principais caracteris-
ticas sd@o a viremia elevada, a resposta imunolégica inten-
sa, a deplecdo na contagem de T CD4+ e o aumentode T
CD8+, culminando na disseminagéo do virus pelo organis-
mo, desta forma atingindo o sistema nervoso central (SNC)
e os linfonodos (que serdo utilizados como reservatorios).
No final da infec¢do aguda ocorre uma diminuigéo e estabi-
lizacdo da viremia (mediada pelo desenvolvimento de
anticorpos produzidos pelos linfécitos T CD8+) e a respos-
taimunolégica.®

Ainfeccdo assintomatica caracteriza-se por sintomas
clinicos minimos ou inexistentes, iniciando no 6° més da in-
feccdo e se estendendo em média de cinco a nove anos,
que culminam com a pessoa estando sintomatica ou laborato-
rialmente doente. Nesta fase, o tecido linfoide atua como o
maior reservatorio do HIV-1 no organismo. Porém, com a
evolugdo da infecgdo, ocorre a sua lenta e progressiva di-
minuicdo, e, como consequéncia, o virus novamente é libe-
rado na corrente sanguinea, aumentando a viremia
plasmatica.('51®)

A infeccdo sintomatica caracteriza-se pela imuno-
deficiéncia grave e de dificil recuperagdo, em decorréncia
da elevacéao da viremia, geralmente com a contagem de
células T CD4+ abaixo de 200/puL. Nesta fase, o individuo
infectado pode apresentar um conjunto de sinais e sinto-
mas com duracao superior a um més, tais como: mal-estar,
sudorese noturna, wasting syndrome (sindrome da desnu-
tricdo), também denominada sindrome consumptiva relaci-
onada a AIDS, na qual ocorre a caquexia superior a 10%
associada a diarreia cronica ou fraqueza crénica e febre.(1®17
AAIDS é o espectro final da infecgéo pelo HIV-1 e é carac-
terizada pelo desenvolvimento de doengas oportunistas ou
contagem de células T CD4+ abaixo de 350/uL.("
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Alteragées hematologicas relacionadas ao HIV-1

As alteragdes hematoldgicas associadas a infecgcéo
pelo HIV-1 sdo multifatoriais, mas podem ser causadas prin-
cipalmente pela diminuigéo da sintese hematopoiética as-
sociada a infiltracdo da medula 6ssea por neoplasias e ou-
tras infecgdes, ou por uso de medicamentos mielossu-
pressivos. O aumento da destruigdo celular também ocorre
devido a hemdlise prematura no baco, presenca de auto-
anticorpos, sindrome hemofagocitica, purpura trombocito-
pénica trombética ou medicamentos. A produgéo inefetiva
também é um problema nestes pacientes, devido tanto a
caréncias nutricionais cronicas quanto a déficits absortivos
de diferentes causas.!"®

A presenca de citopenias, além da marcada diminui-
¢ao de linfocitos T CD4+, sugere que os efeitos da supres-
séo causada por esta infecgéo sobre as células da hemato-
poiese sao muito mais abrangentes do que apenas o sele-
to subconjunto de células T. O potencial de infecgéo por este
virus é capaz de atingir até mesmo as células mais primiti-
vas da medula 6ssea."

A anemia nos pacientes soropositivos esta bem do-
cumentada, determinando menor sobrevida e maior risco
de progresséo para AlDS, particularmente as formas gra-
ves (definida como Hb < 8g/dL).® A etiologia é de nature-
za multifatorial, podendo estar relacionada a infeccdes
oportunistas, deficiéncias nutricionais (ferro, vitamina B12
e acido félico) devido a tumores no trato gastrointestinal
ou diarreia,!"® determinadas medicagdes (antibiédticos e
agentes antirretrovirais) e doencas invasivas na medula
ossea, que provocam alteragcdes nas células progenitoras.
O préprio virus acaba alterando a capacidade de ligagcéao
da cobalamina, comprometendo a sintese das cadeias de
hemoglobina.®

A literatura sugere que a anemia pode estar relacio-
nada com o efeito citopatico do HIV-1 nos eritrocitos, além
das alteragdes em células do estroma da medula 6ssea,
com a presenca de anticorpos antieritrocitarios e a infec-
¢ao de células progenitoras hematopoiéticas pelo virus. A
anemia é muito comum em adultos infectados, afetando
cerca de 30% destes durante os primeiros anos em que se
encontram assintomaticos, e 80%-90% com a progressao
da doenca. E considerada uma anemia de doenca crénica,
com predominio de anemia normocitica normocrémica. Ou-
tras alteragdes, tais como anisocitose e poiquilocitose, tam-
bém sao relatadas na maioria dos casos.?” Em relagao as
anemias, pode-se citar a disfungdo da medula 6ssea
provocada pelo virus que, durante a infecgéo, provoca alte-
racdes na secrecgao de citocinas, imunoglobulinas e protei-
nas de fase aguda (APPs) como resposta do sistema
imunolégico da célula hospedeira.?"

Aassociacao entre o HIV-1 e trombocitopenia foi des-
crita pela primeira vez no ano de 1982. Atrombocitopenia

RBAC.2018;50(2 supl.2):S60-9



Alteragdes hematolégicas, terapia antirretroviral e exercicios fisicos: impacto no paciente soropositivo

é outra alteragéo hematolégica relacionada ao virus desde
o inicio da descricdo da doenca e, muitas vezes, antes do
aparecimento dos quadros classicos da AIDS e indis-
tinguivel dos quadros de purpura trombocitopénica. O qua-
dro clinico em geral é leve, com contagem de plaquetas
abaixo de 50.000/uL sendo raramente observada e com
poucos casos descritos de sangramento importante.®

A causa mais comum da trombocitopenia é a purpura
trombocitopénica imune (ITP), que ocorre em 30% ou mais
dos pacientes com AIDS. Embora ligeiramente mais preva-
lente naqueles com doenca avangada, normalmente a ITP
surge precocemente no curso da infeccédo e pode ser vista
antes de outras manifestacdées de AIDS. A infiltracdo da
medula por microrganismos infecciosos ou neoplasias, bem
como o efeito adverso de certas drogas, também pode cau-
sar produgéo plaquetaria alterada.®

Estima-se que somente 8% dos pacientes infectados
apresentem algum evento hemorragico, e o tratamento sera
necessario se os valores das plaquetas estiverem inferio-
res a 30.000/pL, ou se o mesmo estiver sintomatico. For-
mas graves de plaquetopenia, em geral, estdo associadas
a outras citopenias, com especial importancia em pacien-
tes coinfectados com os virus das hepatites B e C.®

A microangiopatia trombética (TMA) é caracteriza-
da pela anemia hemolitica microangiopatica, trombo-
citopenia, trombose microvascular e disfungéo de alguns
o6rgaos. E conhecida como uma das complicagées da in-
feccdo pelo HIV-1, onde ha lesdo das células endoteliais
e com isso ativacdo da agregacado plaquetaria na
microcirculagdo. A longo prazo, o prognéstico da TMA é
desfavoravel e pode depender do estagio da infecgéo.
Esta sindrome é definida como uma lesédo da parede vas-
cular, onde ha o espessamento intraluminal e com isso
agregacao de plaquetas formando o trombo (trombo hia-
lino) e, por seguinte, a oclusédo vascular. O prognéstico
geral desta complicagédo é menos favoravel para pacien-
tes com TMA-relacionado ao HIV-1 se comparado a indi-
viduos com TMA idiopatica, pois esta relacionada com a
profunda imunodeficiéncia.??

Atrombocitose pode ser atribuida a perda de contro-
le da producédo pela medula 6ssea apods a infecgdo pelo
virus, bem como a perda de ferro, a deficiéncia de vitamina
E e ao uso de drogas mielossupressoras.® Aleucopenia é
observada com frequéncia em individuos infectados pelo
HIV-1, e os valores dos leucécitos durante o curso da infec-
¢do encontram-se abaixo de 4.000/uL. O declinio dos neu-
trofilos costuma ser de maior impacto no hemograma em
relacdo ao declinio dos linfécitos, visto que no curso da in-
feccdo ha uma perda maior de linfécitos T CD4+ e o au-
mento de T CD8+, caracterizando uma "falsa" populacao
normal de linf6citos.

De acordo com Daminelli et al, o virus exerce efeito
direto sobre a hematopoiese. Desta forma, poderia haver
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comprometimento na sintese de novas células na medula
6ssea nos estagios iniciais da infecgédo, causando uma re-
ducao significativa de leucécitos e eritrécitos.

Pacientes que apresentam altas ou baixas contagens
de linfocitos T CD4+ associadas com baixas contagens de
leucécitos tém um prognéstico pior do que individuos que
apresentam altas contagens de leucécitos, pois sugere-se
que a baixa contagem de leucécitos esta associada a pro-
gressao da doenca independentemente da contagem de T
CD4+. Portanto, a baixa contagem de leucécitos apenas
reflete uma fase mais avancada da doenca nos pacientes
onde a data da soroconversé@o nédo foi claramente esta-
belecida.®

As causas de baixas contagens absolutas de neutr6-
filos em pacientes com HIV-1 incluem a inibicdo da granu-
lopoese pelo virus quando se infiltra na medula 6ssea, por
microrganismos infecciosos, neoplasias ou efeito adverso
de drogas, ou até mesmo neutropenia autoimune.® Contu-
do, a eosinofilia evidenciada em alguns pacientes é o resul-
tado de parasitoses intestinais, ou até mesmo da sensi-
bilizac&o pelo uso de medicagdes.®

A sindrome hemofagocitica € uma complicacéo rara
da infecgcdo, que se caracteriza por proliferacéo de histio-
citos e, consequentemente, fagocitose de células da medu-
la 6ssea precursoras do sangue. O paciente apresenta-se
geralmente com febre,® pancitopenia,?* linfadenopatia e
esplenomegalia. A sindrome pode ocorrer em decorréncia
simplesmente da infecgdo pelo virus ou em associagdo com
doengas oportunistas.®

TERAPIAANTIRRETROVIRAL

Um dos maiores desafios da industria farmacéutica
atualmente é a descoberta de uma terapia capaz de curar a
infeccao pelo HIV e, consequentemente, a AIDS, porém, en-
quanto esta descoberta ndo ocorre, novos farmacos capa-
zes de aumentar a sobrevida dos pacientes infectados por
este virus sdo comercializados.® A partir do desenvolvimen-
to da TARV, em 1996, as manifestacdes clinicas decorren-
tes da infeccao pelo HIV-1 tornaram-se menos frequentes,
havendo uma melhoria do prognéstico e, por conseguinte,
da qualidade de vida do paciente soropositivo.('?

O principal objetivo do desenvolvimento desta terapia
é a inibicdo da replicacéo viral®® para retardar a progres-
sdo da imunodeficiéncia e restaurar a imunidade."” Infeliz-
mente, a resisténcia viral, a toxicidade dos farmacos e a
necessidade de elevada adesdo ao tratamento permane-
cem como as principais dificuldades ao sucesso da TARV.?"
Os ITRN compdem uma classe de medicamentos que tém
como fungéo farmacolégica incorporar-se ao material ge-
nético (DNA) do virus, resultando em DNA incompleto, inca-
paz de criar novos virus."?® Entre os diversos farmacos desta
classe, encontra-se a zidovudina.
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O AZT foi sintetizado inicialmente como um agente
antitumor que apresentava atividade antirretroviral contra vi-
rus de leucemia em murinos. Ele demonstrou atividade ini-
bitéria contra o HIV-1 in vitro e tornou-se o primeiro farmaco
a ser aprovado para o tratamento da AIDS e condi¢des re-
lacionadas a ela."’ Este sucesso inicial estimulou a avalia-
¢éo da atividade anti-HIV de diversos analogos de nucleo-
sideos, sendo entdo atualmente utilizados seis ITRNs: zido-
vudina (AZT), didanosina (ddl), zalcitabina (ddC), estavudina
(d4T), lamivudina (3TC) e abacavir (ABC), que atuam de
forma similar a outros agentes antivirais.”

O AZT precisa sofrer fosforilagéo intracelular para ser
convertido em sua forma 5'-trifosfato, a qual atua como um
inibidor competitivo ou um substrato alternativo da trans-
criptase reversa (RT). Se o inibidor for incorporado a ca-
deia de DNA, torna-se impossivel a continuidade do cresci-
mento desta; assim, os ITRNs atuam como terminadores
de cadeia.V Os Inibidores da Transcriptase Reversa Nao
Analogos de Nucleosideos!” ou Ndo Nucleosideos (ITRNN)
inibem diretamente a enzima responsavel pela conversao
do RNA viral para DNA, impedindo sua incorporagéo ao
material genético da célula.(®252%)

No final da década de 80, dois compostos foram iden-
tificados como potentes protétipos anti-HIV em programas
de selec¢édo de culturas de células infectadas. Posteriormen-
te, foi verificada a alta poténcia e especificidade destes
compostos na inibicdo da transcriptase reversa do HIV. A
descoberta destes novos inibidores estimulou o rastrea-
mento de novos compostos com atividade semelhante.
Estes derivados foram qualificados como ITRNN, e atual-
mente mais de trinta classes distintas de compostos apre-
sentando esta atividade farmacoldgica foram identifi-
cadas." Trés destes compostos, efavirenz (EFZ), nevira-
pina (NVP) e delavirdina, foram aprovados para o trata-
mento da infeccdo.”

A principal vantagem dos ITRNN sobre os inibidores
nucleosidicos da RT é que nao necessitam de uma etapa
inicial de ativacgao intracelular, isto &, fosforilacdo. Os ITRNNs
nao interagem com o sitio ativo da RT, mas sim com um
sitio de ligacéo alostérico, localizado a aproximadamente
10.000 pm de distancia do sitio catalitico.("

Com o advento da TARYV, o perfil de evolugédo do HIV/
AIDS mudou drasticamente, apresentando redugdes signi-
ficativas das taxas de morbidade e mortalidade. No entan-
to, estes beneficios tém se associado a multiplos efeitos
adversos, que podem afetar todos os sistemas corpéreos e
variam de toxicidade grave a eventos desconfortaveis, mas
manejaveis,!'? assim apresentando novas perspectivas para
os pacientes.®

Os sintomas mais comuns que aparecem com 0 USO
do AZT incluem febre, calafrios, inflamacgédo da garganta,
palidez, cansaco ou fraqueza incomum, alteragao no transi-
to intestinal, desconforto, dor de cabeca severa, perda ou
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diminuicdo da forca, inflamacgao muscular, nausea, insonia,
vomito, perda de peso,('? além de toxicidade mitocondrial,
toxicidade hepatica, miopatia, neuropatia periférica e
pancreatite.(”)

O uso do AZT também esta ligado a diversas altera-
¢des hematolégicas, que sdo descritas por diversos auto-
res. Muitos pesquisadores concordam que, em alguns ca-
so0s, a zidovudina é contraindicada como adjuvante na tera-
pia do virus HIV-1 por se tratar de uma droga supressiva da
medula 6ssea.? Arota intravenosa do AZT estéa associada
a casos de toxicidade hematol6gica, incluindo neutropenia
e anemia severa.!"?0 uso deste deve ser suspenso quando
ocorrer anemia e/ou neutropenia apoés seu inicio, desde que
exista uma tendéncia consistente de queda dos glébulos
vermelhos e/ou brancos que leve a potencial prejuizo ao
paciente.C?

Anteriormente, o uso concomitante de agentes antirre-
trovirais com a quimioterapia em pacientes em estado avan-
¢ado de AIDS era considerado pratica clinica padrao, mas,
com o surgimento dos efeitos adversos, especificamente a
zidovudina tornou-se uma excecéo devido a supressao da
medula 6ssea.®'%?

Entre os antirretrovirais, o AZT pode causar toxici-
dade medular, mais comumente expressa por anemia
durante as seis primeiras semanas de terapia. Fadiga é
o sintoma mais frequente relatado em casos de anemia,
porém seu agravamento pode levar a insuficiéncia cardi-
aca e risco de vida.!"» O AZT possui um perfil de toxicidade
menos favoravel e também hematolégico associado ao
seu uso. Recomenda-se evitar o uso de zidovudina em
casos de anemia (Hb <10 g/dL) e/ou neutropenia (neutro-
filos <1.000/pL).0

O estudo das reagdes adversas do EFZ se faz bem
oportuno, por tratar-se de um farmaco muito utilizado na te-
rapia antirretroviral.?® Os sintomas mais comuns ligados ao
EFZ sédo a depressao, rash cuténeo, diarreia, tonturas, so-
noléncia, fadiga, dor de cabeca, sudorese, dificuldade de
concentracgao e insdnia, alteragcdes de humor, irritagao, hiper-
trigliceridemias, pensamentos suicidas, redistribuicdo ou
acumulo de gordura corporal.(?

O exantema ocorre com frequéncia em cerca de 27%
dos pacientes, e também foram relatadas erupgées fatais,
como a sindrome de Stevens Johnson, aumento de transa-
minases hepaticas e niveis séricos elevados de colesterol.?)
A toxicidade hematol6gica é menos evidenciada com o uso
do EFZ do que com 0 AZT.®¥

Os efeitos adversos mais relacionados ao EFZ, como
tonturas,®¥ alteragdes do sono, sonhos vividos e alucinagdes,
costumam desaparecer ap6s as primeiras duas a quatro
semanas de uso. Aindicagéo do efavirenz deve ser evitada
em pessoas que necessitam ficar em vigilia durante a noite,
devido aos riscos ocasionados pelos efeitos neuropsi-
quiatricos.?
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Contudo, os efeitos adversos mais importantes relaci-
onados a esta droga sdo observados no SNC. Até 53% dos
pacientes apresentam alguns efeitos colaterais do SNC ou
psiquiatricos, porém menos de 5% interrompem o uso do
farmaco por este motivo. A sua administracéo inicial tem
sido associada a episédios de psicose fraca (depresséo,
alucinagao e/ou mania).®

Dentre os transtornos psiquiatricos mais comumente
observados em individuos infectados pelo HIV-1, a depres-
sd@o é a mais prevalente, merecendo investigagao sistema-
tica de sintomas depressivos nesta populacdo. A medida
que a infeccdo evolui, cresce a probabilidade de apareci-
mento de sindromes mentais organicas préprias da doen-
¢a, portanto é necessario investigar a indugéo de sintomas
depressivos por medicamentos.?®

Pacientes tratados com EFZ relataram niveis mais ele-
vados de estresse e ansiedade, assim como uma maior taxa
de sonhos estranhos do que os pacientes néo tratados com
este medicamento.®® Os pacientes soropositivos podem
apresentar desordens neurolégicas de varias etiologias:
infecciosas, degeneracgéao axonal induzida pelo virus e neuro-
patia téxica associada aos antirretrovirais.('?

O virus do HIV-1 produz mudangas em estruturas como
ganglios da base, tadlamo e lobo frontal, que podem levar a
transtornos de motivagéo e humor. Este processo, no inicio
da infecgéo, tende a ser contido pelo préprio organismo,
porém, com o avangar da doenca, o préprio sistema imune
pela liberacédo de citocinas pode contribuir para o apareci-
mento dos sintomas de uma sindrome caracterizada por:
apatia, sintomas depressivos, abandono das atividades
habituais, mudangas na personalidade e dificuldade em
administrar conhecimentos adquiridos. Este quadro é co-
nhecido como deméncia associada ao HIV-1, e os sinto-
mas, principalmente nos estagios iniciais, podem ser se-
melhantes ao quadro depressivo.?®

Conforme comentado, a infec¢gdo assume caracteris-
ticas cronico-degenerativas, com efeitos relacionados ao
convivio ao longo do tempo com o virus, suas comorbidades
e arepercussao imunolégica, além da ocorréncia dos efei-
tos adversos do tratamento. Tais efeitos ocasionaram o
surgimento de novas caracteristicas nessa populagao, mui-
tas delas acarretando condi¢des estigmatizantes, como o
que ocorre com a lipodistrofia, que muitas vezes compro-
mete a qualidade de vida e a autoestima. Outros, como a
sindrome metabdlica, exigem modificagcdes nos habitos de
vida e muitas vezes manejo farmacolégico para prevencao
de eventos cardiovasculares e outros.?

O AZT, em relacao aos efeitos adversos metabdlicos,
a longo prazo causa a lipoatrofia,®*® geralmente sendo evi-
denciada antes de um ano de uso.” Seu aparecimento deve
acarretar a troca por outro ITRN com menor perfil de toxi-
cidade.®? Este efeito adverso também ja foi observado em
criangas quando em uso da zidovudina.®® O EFZ também
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exerce efeitos adversos metabolicos, que incluem hipertri-
gliceridemias, ma absorcéo de alimentos, redistribuicédo ou
acumulo de gordura corporal.('?

O impacto dos exercicios fisicos em relagao as
alteragées metabdlicas causadas pela TARV

A partir da introdugcédo da TARYV, houve significativa
melhora na sobrevida das pessoas portadoras do HIV-1. Por
outro lado, passou a ser relatada uma série de alteracées
no metabolismo e na distribuicdo da gordura corporal, des-
critas como lipodistrofia ou sindrome lipodistréfica.®7-)

O efeito colateral, que vem deixando muitas pessoas
soropositivas com pernas, bragos, nadegas e rosto fino, e
abddmen, térax e nuca com concentragéo excessiva de gor-
dura,® leva estes individuos a se defrontar novamente com
a possibilidade de morte social e a enlutar-se antecipada-
mente com medo do preconceito e discriminagéo, causan-
do assim alteracao no sentido da vida e da propria existén-
cia.®?

N&o se conhece ainda o mecanismo exato que leva
ao desenvolvimento das alteracdes anatdmicas e metabdli-
cas nestes pacientes. Varias hipéteses tém sido levanta-
das, mas, individualmente, nenhuma delas explica todos os
aspectos destas alterag6es, sendo provavelmente multi-
fatoriais.('"

A lipodistrofia em pacientes soropositivos foi inicial-
mente relacionada ao uso dos antirretrovirais, porém estas
alteragdes ja foram descritas em pacientes que nao fazem
uso destas drogas, sugerindo o envolvimento de outros me-
canismos, tais como citocinas pré-inflamatérias, fatores
ambientais e genéticos. O tecido adiposo é o que mais con-
tribui para os aspectos clinicos e metabdlicos da sindrome,
pois sofre influéncias a partir da célula progenitora até a di-
ferenciacdo em adip6cito maduro, e sdo esses mecanis-
mos de diferenciacao dos adip6citos os principais alvos de
acao dos antirretrovirais.®

Caracteriza-se como lipo-hipertrofia o acimulo de gor-
dura visceral no abdémen, subcutanea, nas mamas e nare-
gido cervical (giba), além de lipomas.®? A lipo-hipertrofia
estarelacionada ao uso de IPs em qualquer parte do tronco
e pescoco. Harelatos também de pseudoginecomastia em
pacientes utilizando efavirenz (ITRNN).¢®

A lipoatrofia caracteriza-se por perda de gordura nas
pernas, bragos, gordura glttea e, sobretudo, na face.®® Esta
alteracdo metabolica esta correlacionada ndo s6 com a
prépria infeccdo pelo HIV-1, mas também com o uso de
ITRN, por agéo direta da droga no metabolismo celular ou
por deplecdo do DNA mitocondrial (toxicidade mito-
condrial), com consequente perda da funcdo da célula
adiposa. Estudos recentes demonstram que o EFZ tam-
bém esta associado ao aparecimento e a progressao da
lipoatrofia.®
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Entre as mudancas corpoéreas, deve ser ressaltada a
lipoatrofia facial, que se apresenta com a perda progressi-
va da gordura da regido malar (gordura de Bichat), tempo-
ral e pré-auricular. Surgem areas de depressao, acentua-
¢ao do arcaboucgo 6sseo e aspecto de envelhecimento. Essa
condicédo trouxe de volta o estigma da AIDS, quebra do sigi-
lo (pois permite identificagéo dos pacientes) e dificuldades
de socializagao.C?

Apesar dos efeitos adversos da TARV, a sua utiliza-
¢éo no Brasil aumentou de 5 para 58 meses (12 vezes) a
sobrevida das pessoas com AIDS, e diminuiu em 50% o
numero de 6bitos.“® Com este nimero maior de individuos
infectados pelo HIV e com uma expectativa de vida também
mais ampla, ressalta-se a importancia da manutencéo e
melhoria da qualidade de vida destes pacientes.*"

N&o ha até o momento um tratamento curativo para as
alteracdes morfolégicas induzidas pela lipodistrofia. VVarias
estratégias, incluindo exercicios fisicos, orientacéo nutri-
cional, minimizagcédo da exposicdo aos antirretrovirais (re-
tardo no inicio da utilizacdo da TARV e mudanca de medi-
camentos) e tratamentos cirurgicos, tém sido exploradas
com diversos graus de sucesso.®

Varias formas de enxertos (permanentes ou tempora-
rios) com aplicacao de protese em determinadas partes do
corpo, a lipoescultura e a utilizagdo de aminoacidos associ-
ados a exercicios fisicos para o desenvolvimento de mus-
culos s@o as técnicas que vém sendo mais utilizadas para
amenizar os efeitos causados pela lipodistrofia.*"

Entretanto, por tudo o que a lipodistrofia representa,
as estratégias ndo devem restringir-se a intervengdes plas-
ticas: devem ser multidimensionais e contar com o apoio
da equipe multidisciplinar para abordagem tanto emocional
quanto fisica e nutricional. Recomenda-se a pratica regular
de exercicios fisicos (aerdbicos e de resisténcia) e reedu-
cacao alimentar. A realizacédo de exercicios dos musculos
da mimica (ginastica facial) pode atenuar e restabelecer o
equilibrio estético da face.®®

Diante disso, o exercicio fisico vem sendo uma opg¢éo
de terapia para uma melhoria da satude e da qualidade de
vida do soropositivo e que pode amenizar os efeitos adver-
sos da medicacdo. Deste modo, o exercicio fisico é reco-
mendado pelo Ministério da Saude com o objetivo de sua-
vizar as consequéncias decorrentes da utilizagédo da
TARV.4

De acordo com Yarasheski et al.,“? em estudo reali-
zado com 18 pacientes, ao final de 16 semanas de exercici-
os houve aumento de massa corporal magra e diminuigéo
de gordura na regido do tronco, além da diminuicdo de
triglicerideos. O mesmo aumento/ganho de massa magra
foi notado em parametros analisados por Bhasin et al.*® e
Roubenoff et al.“

Dolan et al.“® realizaram um estudo com quarenta
mulheres soropositivas durante 16 semanas, e, ao final, foi
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observada uma melhora significativa de forga muscular, dos
parametros cardiorrespiratérios e da composigéo corporal
(indices antropométricos). Ja Dricoll et al.,*® avaliando tam-
bém os indices antropométricos, constataram que os 37
candidatos soropositivos participantes de seu estudo di-
minuiram significativamente a relacao cintura/quadril.

Fillipas et al.“?puderam observar que o grupo experi-
mental melhorou sua capacidade cardiovascular e, conse-
quentemente, a qualidade de vida apés o inicio da pratica
fisica. Simon et al.,“¥ em estudo realizado com seis pacien-
tes que apresentavam lipodistrofia, observaram um aumen-
to significativo na massa magra e na forga muscular, combi-
nado com a redugéo de gordura corporal.

Os exercicios fisicos aerébicos (que diminuem os ni-
veis de triglicerideos e colesterol, proporcionando a quei-
ma de gordura localizada e revertendo algumas alteracdes
corporais referentes ao acumulo de gordura central) e de
resisténcia com peso (auxiliam no ganho de massa magra,
melhorando o aspecto dos membros superiores e inferio-
res e do térax), constituem um tratamento coadjuvante mui-
to importante para o portador do HIV-1, auxiliando na recu-
peracao das alteracdes corporais e distirbios metabdlicos
causados pela lipodistrofia.©®

DISCUSSAO

Com o desenvolvimento da TARV, a partir do ano de
1996, houve uma diminuicdo das manifestagdes clinicas
causadas pelo virus, através da supresséo da replicagcéao
viral e, como consequéncia, da restauragdo do nimero de
células T CD4+ e T CD8+. Os antirretrovirais causaram re-
ducédo na morbidade e mortalidade, diminuindo em 50% o
nimero de 6bitos no Brasil, concomitantemente com o au-
mento da qualidade de vida do paciente.*®50

Nos ultimos anos, foi publicado um grande nimero de
ensaios clinicos de supressores virais mostrando resulta-
dos promissores,®” mas os mesmos medicamentos que
melhoram a perspectiva de vida provocam, a médio e longo
prazo, efeitos colaterais que levam o paciente a desenvol-
ver, entre outros sintomas, o estigma da AIDS.®") As toxi-
cidades crescentes e as temidas alteragdes metabdlicas
com o uso da TARV®? causam impactos negativos no paci-
ente, levando a desisténcia da terapia.®®®

Dentre as diversas alteragdes que o virus do HIV-1 pro-
voca nos individuos soropositivos, podem-se destacar as
manifestagcdes hematologicas, pois, segundo Gomes et al.,®
a anemia é descrita em 60% dos casos, 40% de casos de
trombocitopenia e 50% de neutropenia, entre outras rele-
vantes. Estas citopenias ocorrem em razéo da deplegao das
células do sistema imune decorrentes da infec¢édo, de do-
encas oportunistas e como efeitos secundarios dos agen-
tes antirretrovirais. Além disso, também verifica-se a
macrocitose, alteracdo da série vermelha mais evidente
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em decorréncia do uso de drogas supressoras da repli-
cacao viral.

Durante a fase da infecgéo primaria, podem ser no-
tados sintomas de linfopenia, seguida por linfocitose e a
presenca de linfécitos atipicos, neutropenia, tromboci-
topenia e pancitopenia transitéria. Na fase assintomatica,
ha uma diminui¢cao gradual de linfécitos T CD4+, o que ini-
cialmente pode ser mascarado pela linfocitose devido a
um aumento da contagem de T CD8+. Apés o diagnoéstico
da AIDS, os pacientes apresentam linfopenia e geralmen-
te pancitopenia, sendo a anemia caracterizada como
normocitica normocrémica. Algumas vezes, a anemia pode
ser macrocitica mesmo na auséncia de tratamento antirre-
troviral. Além disso, pode haver casos de anemia hemolitica
microangiopatica trombética ou de purpura trombocito-
pénica.?®

O AZT, apesar de seu baixo custo e por ser a primeira
indicacdo de ITRN a ser utilizada no inicio da infecgao,®
provoca o principal e mais prejudicial efeito adverso, que é
a supressao da medula 6ssea®? e toxicidade medular,('?
além de tantos outros efeitos secundarios. O risco iminente
de vida nestes pacientes é agravado, visto que a diminui-
¢do induzida da hematopoiese acarreta baixas contagens
de linfécitos, levando a um risco aumentado de infecgdes
bacterianas nestes pacientes neutropénicos, além de um
pior prognostico quando ha diminuida contagem de células
T CD4+ abaixo de 100/uL.®%®

O EFZ é um agente antirretroviral que pode ser admi-
nistrado uma vez ao dia, o que permite uma maior eficién-
cia na adeséo ao tratamento, diminuindo a irregularidade e
0 abandono.®) No entanto, no que diz respeito as reagdes
adversas, esta droga provoca principalmente alteracdes Ii-
gadas ao SNC, incluindo tonturas, alteragdes do sono, so-
nhos vividos e alucinac¢des,®® que chegam a afetar 53% dos
pacientes.?

Em relacdo as alteragcdes anatémicas e/ou metaboli-
cas nos pacientes infectados pelo HIV-1, ja existem relatos
em diversos paises e continentes das modificagdes fisicas
que afetam tanto adultos quanto criangas. As taxas de
prevaléncia podem variar de 5% a 83% nos pacientes, sen-
do que as incidéncias das alteracdes corp6reas aumentam
com o tempo de uso da TARV, sendo de 5% apds seis me-
ses, 9% apos doze meses e 26% apds vinte e quatro me-
ses de terapia.(""

De carater progressivo e variada apresentacéo clini-
ca, a sindrome lipodistréfica constitui um fator importante
para a baixa ades@o ao tratamento®® e preocupacgéo cres-
cente em relagcdo ao impacto psicossocial na vida do porta-
dor.®" As alteragdes anatdmicas ocorrem por distribuicdo
anormal da gordura corporal e podem ser classificadas em
trés grupos: lipoatrofia (perda da gordura periférica), lipo-
hipertrofia (acimulo de gordura central e/ou localizada) e
forma mista.®®
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N&o se conhece ainda o mecanismo exato que leva
ao desenvolvimento das alteragdes anatdmicas nestes pa-
cientes. Varias hipéteses tém sido levantadas, mas, indivi-
dualmente, nenhuma delas explica todos os aspectos des-
tas alteragées, sendo provavelmente multifatoriais.""

Por enquanto, uma das maneiras eficientes de com-
bater e prevenir a sindrome lipodistrofica é a pratica de exer-
cicios fisicos. O paciente soropositivo tem uma perda
calérica maior do que o paciente soronegativo, e isto acar-
reta alteracdes no metabolismo, levando a perda de massa
magra, tendo como resultado a sindrome consumptiva. A
pratica fisica auxilia no ganho de massa magra, além de
auxiliar no combate ao aumento de triglicerideos e do
colesterol, outro efeito adverso aliado ao uso da TARV.®

CONCLUSOES

Diante das diversas modificag6es que o virus do HIV-1
causa no paciente, seja em nivel de progressao da doenca
ou pela necessidade do uso de antirretrovirais, € inevitavel
estar atento para iniciar as intervengées o mais precoce-
mente possivel. A substituicdo de drogas por outras com
menor prevaléncia de efeitos adversos induzidos, como, por
exemplo, a supressado da medula éssea, e provocados ao
longo do tempo, como a sindrome lipodistréfica, € uma al-
ternativa eficaz e de impacto positivo para que o paciente
continue a terapia.

Incluir praticas regulares de exercicios fisicos e me-
Ihores habitos de vida tém se apresentado como possibili-
dade de reconstrucao corporal, psiquica e social. Portanto,
é vital trabalhar as condi¢des fisicas e emocionais apresen-
tadas pelo portador do virus para que, desta forma, hajauma
melhor compreenséo da doenca.

Abstract

Objective: This paper addresses the hematological alterations, the
antiretroviral therapy and the importance of physical exercise in the course
of HIV-1 disease. Methods: a bibliographical survey was performed based
on papers published between 2000 and 2010. Results: concerning
hematological alterations, anemia and leucopenia are ranked among the
most frequent ones. Regarding the adverse effects caused by the use of
antiretrovirals, the highlights are the Nucleoside Reverse Transcriptase
Inhibitors (NRTI) class AZT, as the main bone marrow suppressor drug
diminishing the hematopoiesis synthesis, and the Non-nucleoside Reverse
Transcriptase Inhibitor (NNRTI) class efavirenz, with circa 53% of CNS
alterations. Physical exercise arises as an alternative to mitigate the cor-
poral metabolic alterations caused by antiretrovirals in what regards
lipodystrophic syndromes. Conclusion: with the availability of high-
efficiency antiretroviral treatment, seropositives have obtained positive
prognosis in relation to quality of live. However the hematological alterations
and the lipodystrophy caused by certain drugs make the patient look for
alternatives able to mitigate these adverse effects. Thus, physical exercise
becomes the most efficient way to try to fight these alterations.

Keywords
HIV-1; Hematological alterations; Efavirenz; Zidovudine; Physical
exercise.
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Diagndstico de anemia ferropriva em criangas de 0 a 59 meses
internadas em um hospital no municipio de Cruz Alta - RS
por meio da avaliagao do hemograma

Diagnosis of iron deficiency anemia in children aged 0 - 59 months admitted to a
hospital in the city of Cruz Alta -RS by blood count evaluation
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Resumo

A anemia ferropriva é a caréncia nutricional mais comum no mundo, podendo levar a redugéo
do desempenho fisico e cognitivo dos individuos anémicos. Avaliou-se a prevaléncia de ane-
mia ferropriva em criangas de 0 a 59 meses internadas em um hospital em CruzAlta, RS, no
periodo entre novembro de 2006 e maio de 2008, por meio de um estudo transversal retros-
pectivo, analisando-se os laudos dos exames daquele periodo. Foram classificadas como
portadoras de anemia ferropriva as criangas que apresentavam baixos valores de hemoglobina,
VCM ou de HCM, e RDW alterado. Na avaliagéo utilizou-se o ponto de corte proposto pela
Organizagao Mundial da Saude de 11,0 g/dL para anemia, e para a anemia grave conside-
rou-se <9,5g/dL. A andlise dos 387 laudos revelou que 47,02% estavam anémicas e que,
destas, 48,9% apresentaram anemia grave e 45% anemia ferropriva. Observou-se a maior
taxa de anemia nos dois primeiros anos de vida. Concluiu-se que houve elevada prevaléncia
de anemia e significativa taxa de anemia grave entre as criangas estudadas. Estes resulta-
dos séo semelhantes aos de varios trabalhos da literatura, indicando que a anemia ainda
apresenta elevada prevaléncia em nosso pais e representa um importante problema de sau-
de publica, em especial a anemia ferropriva.

Palavras-chave

Anemia; Ferro; Hemoglobina; Hemograma

INTRODUCAO

A anemia é uma condigcdo em que ocorre reducdo de
hemoglobina e/ou da massa eritrocitaria, com variagdes se-
gundo idade e sexo, e altitude em relagao ao nivel do mar.("

E bem sabido que as criancas apresentam um acele-
rado crescimento e desenvolvimento durante os seus dois
primeiros anos de vida, apresentando expressivas aquisi-
¢bes psicomotoras e neurolégicas nesse periodo. Entretan-
to, sabe-se que a desnutricéo e as infec¢des sao particular-
mente comuns, especialmente nos paises em desenvolvi-
mento, e que ha prevaléncia de caréncias nutricionais rele-
vantes nesse estagio de vida. Com base nisso, é importan-
te enfatizar os cuidados com as praticas alimentares ade-
quadas em criangas menores de dois anos. Essa pratica
sera importante para prevenir ou minimizar deficiéncias
nutricionais e, também, para nao prejudicar a curto prazo a
saude da criangca nem deixar sequelas futuras, como retar-
do de crescimento, atraso escolar e desenvolvimento de
doencas cronicas.??

No Brasil, 5 milhdées de criancas de 1 a 4 anos séo
anémicas, correspondendo a um total de 35% da popula-
¢do com essa faixa etaria.®

A anemia ferropriva é a caréncia nutricional de maior
ocorréncia no mundo, afetando tanto populagdes de paises
desenvolvidos quanto de paises em desenvolvimento.* Nos
paises em desenvolvimento, 51% das criangas menores de
5 anos de idade encontram-se anémicas, enquanto que nos
paises desenvolvidos este percentual atinge 12%.(10

A deficiéncia de ferro € um estado no qual ha redugéo
da quantidade total de ferro, e o fornecimento de ferro é in-
suficiente para atingir as necessidades de diferentes teci-
dos, incluindo as necessidades para formagcdo de hemo-
globina (Hb) dos eritrocitos." A diminui¢cdo da concentra-
¢éo de Hb sérica acaba comprometendo o transporte de
oxigénio para os tecidos, reduzindo a capacidade de traba-
Iho e o desempenho fisico em individuos anémicos.('?

Trés estagios da anemia ferropriva podem ser identi-
ficados, cada um evoluindo progressivamente para o outro
de acordo com a gravidade da deficiéncia. O primeiro esta-

'Bacharel em Biomedicina, Universidade de Cruz Alta — Unicruz — Cruz Alta - RS, Brasil.
2Departamento de Ciéncias da Salde, Universidade de Cruz Alta — Unicruz — Cruz Alta - RS, Brasil.
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gio — a deplecao de ferro — produz inicialmente uma redu-
cao dos depédsitos, que se caracteriza por ferritina sérica
abaixo de 12 pg/L. Se o balango negativo continua, instala-
se a segunda fase — a eritropoiese ferro deficiente — na qual
ha um declinio da concentragéo de ferro sérico e aumento
da capacidade de ligacao do ferro, que refletem a insufici-
éncia de ferro para a produgé@o normal de hemoglobina e
outros compostos férricos, ainda que a concentragcédo de
hemoglobina néo esteja reduzida. Quando ha restricdo na
sintese de hemoglobina ocorre o terceiro estagio — a ane-
mia por deficiéncia de ferro. Ahemoglobina situa-se abaixo
dos padrées para a idade e o sexo, com prejuizos funcio-
nais ao organismo, tanto mais grave quanto maior for essa
reducédo. Na anemia ferropriva, os eritrécitos, que eram
normociticos e normocrémicos, sofrem alteragdes morfo-
I6gicas, tornando-se microciticos e hipocrémicos.('*9)

Em um estudo realizado por Hadler et al.,("® a avalia-
¢éo da deficiéncia de ferro no organismo é mais bem reali-
zada por uma combinacgéo de varios parametros hemato-
I6gicos e bioquimicos. Na sua impossibilidade, a alternati-
va é o uso isolado da dosagem de hemoglobina. Na utiliza-
¢éo de mais dois indices além do da hemoglobina, quando
nao foi usado entre esses o RDW, a prevaléncia encontra-
da de etiologia ferropriva naquele estudo foi de 87,0%. Ao
se incluir o RDW, a prevaléncia passou a ser de 97,8%, ou
seja, o RDW aumentou a sensibilidade na detecgéo da de-
ficiéncia de ferro, além de permitir a distingéo entre anemia
ferropriva e talassemia.

Sendo assim, a anemia, principalmente a anemia
ferropriva, € um grave problema de saude, devendo ser vis-
ta com seriedade, tanto no diagnéstico quanto no tratamen-
to adequado, pela rede publica de saude, podendo assim
ser um indicador significativo para o entendimento da situa-
¢céo de saude e para se adotarem medidas eficazes de pre-
vencéo, diagnéstico e tratamento do problema em questéo,
no intuito de contribuir para um melhor planejamento de
acles destinadas a minimizar a anemia hospitalar, propor-
cionando aos pacientes melhor recuperacao e menor tem-
po de hospitalizacéo.

Este trabalho teve como objetivo determinar a preva-
Iéncia de anemia em criancas internadas em um hospital
no municipio de Cruz Alta, RS no periodo entre novembro
de 2006 e maio de 2008, por meio de um estudo transver-
sal retrospectivo da analise dos laudos de exames reali-
zados no Laboratério de Analises Clinicas da Universida-
de de Cruz Alta.

MATERIAL E METODOS
Em estudo retrospectivo, por meio de uma coleta de
dados, foi estimada a prevaléncia de anemia em criancas

internadas em um hospital no periodo compreendido entre
novembro de 2006 e maio de 2008. Os dados foram obti-
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dos através de exames realizados no Laboratério de Anali-
ses Clinicas da Universidade de Cruz Alta, RS.

Para compor a amostra, os individuos foram selecio-
nados de acordo com os seguintes critérios de elegibilida-
de: ter idade entre 0 e 59 meses, estar hospitalizados e
possuir no laudo o hemograma completo.

Foram analisados 387 hemogramas de pacientes in-
ternados. O procedimento de coleta desses pacientes foi
por puncéo venosa de 5 mL de sangue, com seringas e agu-
Ihas descartaveis, utilizando-se tubos contendo etileno-
diamino-tetracético (EDTA) como anticoagulante.

Todas as analises referentes ao hemograma foram
realizadas no aparelho ABX Micros 60, seguindo os crité-
rios dos procedimentos de Controle de Qualidade Interno
e Controle de Qualidade Externo que o laboratério utiliza.
Nos laudos, para esse estudo, avaliaram-se a Hemo-
globina, o Hematoécrito (Hct), os indices hematimétricos
VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina
Corpuscular Média), CHCM (Concentragcao Hemoglobinica
Corpuscular Média) e o RDW (Red blood cell Distribution
Width).

O ponto de corte utilizado para diagnostico de ane-
mia foi de 11 g/dL, ou seja, as criancas consideradas ané-
micas foram as que apresentaram taxa de hemoglobina
sanguinea inferior a 11 g/dL. Esse critério esta de acordo
com a recomendagéo da OMS para criangcas menores de
6 anos.®)

Foram consideradas criangas portadoras de anemia
grave as que apresentaram valores de hemoglobina inferio-
resa 9,5 g/dL.*42"

Neste estudo, também foram considerados os seguin-
tes valores: (a) Hctinferior a 33% para criangas menores de
23 meses de idade e inferior a 34% para criangas entre 24
a 59 meses de idade;" (b) Valores de CHCM inferiores a
30 g/dL para criangas menores de 23 meses de idade e
inferior a 31 g/dL para criangas entre 24 a 59 meses de
idade.®

Para investigar a etiologia da anemia presente nas
criangas e correlacionar com a anemia ferropriva, utilizaram-
se, além da hemoglobina, os seguintes critérios:

1. Para o VCM, valores inferiores a 70 fL para crian-
c¢as com menos de 23 meses de idade e inferiores a 73 fL
para criancas entre 24 a 59 meses de idade;??

2. Para o HCM, valores inferiores a 23 pg para crian-
cas com menos de 23 meses de idade e inferiores a 24 pg
para criancas entre 24 a 59 meses de idades;®

3. RDW >14,5% para todas as idades avaliadas.(?>?®

A adocao desses critérios foi baseada num estudo
realizado por Hadler et al.,\"® que mostrou que, ao se rela-
cionar a taxa de hemoglobina diminuida com os baixos va-
lores de VCM ou de HCM, incluindo o RDW, ocorre um
aumento da sensibilidade na detec¢cdo da anemia
ferropriva.
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RESULTADOS

Foram avaliadas 387 criancas de 0 a 59 meses de
idade. A prevaléncia de anemia na populagéo estudada foi
de 47,02% (n=182), sendo que foi maior na faixa etaria en-
tre 12 a 23 meses (65,49%). Observou-se um aumento na
prevaléncia de anemia ao longo dos dois primeiros anos
de vida, retrocedendo gradualmente a partir do terceiro.

Foi considerada anemia grave os casos em que os
valores de hemoglobina foram inferiores a 9,5 g/dL.*?" No
total das criangcas analisadas, 23% (n=89) apresentaram
anemia grave, o que representou uma prevaléncia de 48,9%
de anemia grave nas criangas anémicas, sendo maior na
faixa etaria entre 12 e 23 meses (56,75%).

Atabela a seguir apresenta a distribuicdo, em percen-
tuais, do Hct, VCM, HCM, CHCM e RDW entre as criangas
anémicas, mostrando o Hct como o indice mais alterado.

Tabela 1 - Distribuigdo (%) dos indices hematimétricos com valores
alterados nas criangas anémicas

indices % das anémicas n=182
Het 83% 151
VCM 52% 95
HCM 62% 113
CHCM 25% 45
RDW 58% 105

Hematécrito (Hct), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM), Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM),
When Red Cell Distribution Width (RDW).

Neste estudo, segundo os critérios de Hadler et al.,("®
observou-se que 45% (n=81) das criancas anémicas esta-
vam com o RDW alterado, além do VCM e/ou HCM altera-
dos, caracterizando assim um grande indicio de anemia
ferropriva em um estagio mais avancado. Observou-se tam-
bém que 71% (n=129) das criangcas anémicas apresenta-
ram mais de dois indices alterados. Os indices avaliados
foram Hematocrito (Hct), Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracéo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), When Red Cell
Distribution Width (RDW).

DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, observou-se eleva-
da prevaléncia de anemia na populagéo estudada (47,02%).
A prevaléncia encontrada esta préxima aquelas obtidas em
estudos realizados na regido sudeste, que varia de 12,3%
a64,3%,% e esta acima do relatado no Brasil (35%) segun-
do Neuman et al.*)

Monteiro et al."® demonstraram que ocorre um gran-
de aumento na prevaléncia de anemia no decorrer do de-
senvolvimento da criancga, indicando que o risco para esse
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disturbio aumenta muito ao longo do primeiro ano de vida,
mantém-se elevado no segundo ano e retrocede gradual-
mente a partir do terceiro ano. Esses dados corroboram com
os dados obtidos no presente estudo, no qual se demons-
traram elevadas taxas de anemia no primeiro (52,34%) e
segundo (65,49%) anos de vida, diminuindo gradativamente
a partir do terceiro ano (35,29%) (Tabela 1). Silva et al.?%
encontraram taxas semelhantes (65,6%) nessa faixa etaria
(12 a 23 meses) em Porto Alegre. Portanto, a faixa etaria
de risco encontrada nessa pesquisa é compativel com ou-
tros estudos, em que nessas idades concentra-se o perio-
do mais critico.42'252)[sso pode ser explicado pelo fato de
a crianca apresentar acelerado crescimento e desenvolvi-
mento durante os seus dois primeiros anos de vida, com
aumento das necessidades pelas expressivas aquisigées
psicomotoras e neurolégicas.>® Qutros fatores desenca-
deantes podem ser a alta prevaléncia de desmame preco-
ce, o atraso na introducédo de alimentos ricos em ferro na
dieta da crianga e uma alta incidéncia de doengas como
diarreia e infecgBes respiratérias nos primeiros anos de
vida.® Por isso, devem-se enfatizar os cuidados com as
praticas alimentares adequadas em criangas com menos
de 2 anos, que sdo importantes para prevenir ou minimizar
deficiéncias nutricionais e, também, para néo prejudicar a
curto prazo a saude da crianga nem deixar sequelas futu-
ras, como retardo de crescimento, atraso escolar e desen-
volvimento de doencas cronicas.>®

Lozzof et al.,”® em um estudo realizado na Costa Rica,
mostraram que criangas anémicas que foram diag-
nosticadas e tratadas entre 12 e 23 meses de idade conti-
nuaram a demonstrar baixos escores de desenvolvimento
mental e motor aos 5 anos, mesmo ap6s completa corre-
¢do da anemia e apresentando crescimento adequado. Isso
evidencia a importancia do diagnéstico precoce da ane-
mia.

Sabe-se que a gravidade da anemia é inversamente
proporcional aos niveis de hemoglobina sanguinea. Neste
estudo foi considerada anemia grave aqueles casos em que
os valores de hemoglobina foram inferiores a 9,5 g/dL,*2"
encontrando-se uma prevaléncia de 48,9% entre as crian-
¢as anémicas. Esses dados indicam uma incidéncia maior
do que a observada em Séao Paulo (25,1%) por Torres et
al.®®e em Vigosa, MG (43,5%) por Miranda et al.?" Ja Silva
et al.®% encontraram nesse mesmo municipio de Minas Ge-
rais prevaléncia maior de anemia grave (55,6%).

Com relagédo a todas as criancas estudadas, 23%
(n=89) apresentaram anemia grave, prevaléncia semelhan-
te a observada por Brunken et al.,?® que verificaram 22,5%
de anemia grave em criangas menores de 36 meses de ida-
de que frequentavam creches publicas de Cuiaba.

O hematécrito foi o indice com maior frequéncia de
alteracao entre os anémicos (83%), indicando que possui
boa correlagédo com valores diminuidos de hemoglobina e
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Diagnéstico de anemia ferropriva em criangas de 0 a 59 meses internadas em um hospital no

municipio de Cruz Alta - RS por meio da avaliagédo do hemograma

que grande parte dessa porcentagem deve estar relaciona-
da a microcitose.

No presente trabalho observou-se entre os anémicos
uma taxa de 25% com CHCM alterado. Ja Sigulem et al.®"
encontraram o CHCM com niveis abaixo do limite da nor-
malidade em 81% de criancas anémicas menores de 5 anos.
Esses autores consideraram essa alteragdo um indicador
de anemia do tipo hipocrémica.

Constatou-se uma alteracdo do HCM em 62% dos
anémicos. Percebe-se que essa taxa de alteragdo é mais
elevada que no CHCM (25%). Esse dado indica que o HCM
representa um indice de maior sensibilidade a diminui¢cées
na concentracdo de hemoglobina do que o CHCM, em es-
pecial na anemia ferropriva, ja que, neste caso, o CHCM s6
apresenta valores baixos na fase avancada da doencga.®?

A microcitose foi um achado observado em mais da
metade dos anémicos (52%), uma vez que o VCM apresen-
tava-se com valor abaixo do limite da normalidade nesses
casos. Pereira et al.(” realizaram um estudo com 267 esco-
lares, no qual verificaram que 83,3% dos anémicos apre-
sentaram microcitose. Entretanto, a ocorréncia de alteracéo
do VCM (52%) (anemia microcitica) juntamente com o RDW
alterado (58%) alcangou um baixo percentual entre os ané-
micos na presente pesquisa, pressupondo-se, dessa for-
ma, que as alteragdes morfolégicas no eritrécito parecem
ocorrer tardiamente em relagéo ao decréscimo nas concen-
tracées de hemoglobina.? Esses dados mostram que a
microcitose decorrente da diminuicdo do VCM e a aniso-
citose devido ao aumento do RDW tém melhor relacdo com
a presencga de anemia no estagio mais avangado, em es-
pecial a anemia ferropriva.

Neste estudo observou-se que 45% (n=81) das crian-
cas anémicas estavam com o RDW alterado além do VCM
e/ou HCM alterados. Segundo os critérios de Hadler et al.,("®
a presenca dessas alteragdes caracteriza um grande indi-
cio de anemia ferropriva ja em um estagio mais avangado.
Observou-se também que 71% (n=129) das criancas ané-
micas apresentaram mais de dois indices alterados, mos-
trando que, juntamente com o decréscimo da hemoglobina,
ha aumento na frequéncia e intensidade de alteragdes nos
demais indices do eritrograma. Entretanto, sabe-se que,
para um diagnéstico mais preciso da anemia ferropriva, sdo
fundamentais a dosagem de ferritina sérica, a dosagem de
ferro sérico e da capacidade de ligagéo do ferro (TIBC),
entre outros exames.

Os resultados deste trabalho nos permitem concluir que
houve uma elevada prevaléncia de anemia entre as crian-
cas estudadas, existindo entre estas uma significativa taxa
de anemia grave. Os resultados encontrados sdo semelhan-
tes aos de varios trabalhos descritos na literatura, indican-
do que a anemia ainda apresenta elevada prevaléncia em
nosso pais e representa um importante problema de satde
publica, em especial a anemia ferropriva.
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Portanto, sabe-se o grande prejuizo que a anemia
ferropriva pode causar para o desenvolvimento da crianga
e o relevante problema de saude publica que pode repre-
sentar, ja que pode onerar ainda mais o Sistema Unico de
Saude, elevando os gastos publicos decorrentes do aumen-
to de consultas médicas, do uso de medicamentos e do nu-
mero de internagdes hospitalares, uma vez que pode pre-
dispor as criangas afetadas a outros tipos de doencas ou
agravar ainda mais um quadro ja existente. Com base no
exposto, pode-se dizer que trabalhos que avaliem a saude
da populacdo sé@o de fundamental importancia tanto para
avaliar o estado de saude geral e diagnosticar doencas
quanto para o desenvolvimento de politicas publicas de pre-
vencao de tais patologias, pois podem servir de subsidios
para os gestores publicos de saude desenvolverem proje-
tos que visem tanto a promocéao da saude quanto a reducéo
de gastos desnecessarios.

Abstract

The iron deficiency anemia is the most common nutritional deficiency in
the worid and may lead to reduction of performance physical and cognitive
of individuals anemic. Was evaluated, the prevalence of anemia in
children from 0 to 59 months admitted to a hospital in Cruz Alta/RS in
the period between november/06 and may/08, through a cross
retrospective study analyzing the reports of examinations that period.
They were classified as suffering from iron deficiency anemia children
who had low values of hemoglobin, VCM or HCM, and RDW changed. In
the assessment used to be the point of cutting proposed by the World
Health Organization, <11,09/dL for anemia, and for severe anemia it
was <9,59/dL. The analysis of 387 reports showed 47,02% were anemic
and 48,9% of those had severe anaemia and 45% iron deficiency ane-
mia. There was a higher rate of anemia in the first two years of life. It
was concluded that there was high prevalence of anemia and significant
rate of severe anemia among children studied. These results are similar
to those of several works of literature, indicating that anemia still has
high prevalence in our country and represents a major public health
problem, especially iron deficiency anemia.
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Relato de Caso/Case Report

Avaliagao do eritrograma de mulheres pés-menopausa do
municipio de Catuipe - RS
Erythrogram evaluation of postmenopausal women in the municipality of Catuipe - RS

Joice Nedel Ott!

Menopausa é um fenémeno fisiolégico feminino decorrente do esgotamento dos foliculos
ovarianos que ocorre em todas as mulheres de meia idade, seguido da queda progressiva da
secregao de estradiol, culminando com a interrupgéo definitiva dos ciclos menstruais e o
surgimento de sintomas caracteristicos. As modificagdes, que ndo sdo apenas fisicas, vari-
am desde aspectos psicolégicos, alteragdes no estilo de vida e, com o passar da idade,
consequentes distlrbios nos exames médicos rotineiros destas mulheres. Com o objetivo
de investigar alteragdes hematolégicas de mulheres no periodo pds-menopausa, ou seja,
com no minimo um ano de amenorreia, residentes no municipio de Catuipe, RS, na area
urbana, realizou-se a andlise do eritrograma, fragdo do hemograma que determina o perfil
das células vermelhas do sangue. Além disso, as possiveis alteragdes determinadas foram
correlacionadas com o uso, ou hdo, de Terapia de Reposi¢cdo Hormonal (TRH) nas mulheres
menopausicas incluidas no estudo. Os resultados revelaram que a menopausa, enquanto
fenémeno natural feminino, associada ou ndo a TRH, néo interfere na produgéo de glébulos
vermelhos do sangue nem tampouco promove alteragdes significativas nos valores de
hemoglobina, hematdcrito e nos indices hematimétricos analisados, tais como VCM, HCM,

Menopausa; Eritrograma; Anemia; Terapia de Reposi¢do Hormonal

Resumo
Marilei Uecker Pletsch?

CHCMe RDW.

Palavras-chave
INTRODUCAO

A Organizacéo Mundial da Satide (OMS) considera a
menopausa um evento biolégico espontaneo e natural, que
se refere ao ultimo periodo menstrual do ciclo de desenvol-
vimento feminino, época da vida da mulher em que a capa-
cidade reprodutiva cessa. Entretanto, sabe-se que as mu-
Iheres, enquanto sujeitos socioculturais, t¢m modos de agir,
de pensar, sentir e interpretar a menopausa com base na
sua visdo de mundo, decorrentes das relagdes e interagées
que estabelecem com as pessoas e o ambiente em que
vivem.("

De maneira geral, considera-se o climatério um fené-
meno natural, ndo como tendéncia a minimizar as conse-
guéncias fisicas e psicolégicas da deficiéncia dos esteroides
sexuais, mas sim pelo fato de que a menopausa ocorre em
todas as mulheres, geralmente entre os 45 e 55 anos, uma

condicao nao fatal. Sabe-se que ela é inevitavel, bem como
que os sintomas desaparecem espontaneamente e, naque-
las mulheres com sintomas intensos e persistentes, um novo
equilibrio pode ser alcangado, se necessario com ajuda
médica, por exemplo, através da Terapia de Reposicédo
Hormonal (TRH).®

Segundo Notelovitz, autor citado por Franca,® deno-
mina-se climatério o periodo da vida da mulher que se ini-
cia ao redor dos 35 anos, quando podem ser detectadas
as primeiras alteracdes hormonais, estendendo-se até os
65 anos. A fase inicial do climatério caracteriza-se por alte-
racdes ginecoldgicas, associadas a esteroidogénese anor-
mal, como sangramento uterino irregular e sindrome pré-
menstrual. A perimenopausa compreende o periodo entre
45 a 50 anos e a p6s-menopausa o periodo de 50 a 65
anos de idade, estendendo-se no caso de maior expectati-
va de vida para estas mulheres.
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A menopausa, mais especificadamente, é definida
pela Organizagéao Mundial da Satde por um periodo de 12
meses consecutivos de amenorreia, sem outra causa pato-
légica ou psicolégica evidente, ndo existindo nenhum indi-
cador biolégico independente e adequado para caracteriza-
la. Dessa forma, é considerada um evento Unico, que mar-
ca a transicéo do periodo reprodutivo para o ndo reprodutivo,
ou seja, da menacne para a senilidade, com consequéncias
sistémicas e potencialmente patoldgicas.®

As consequéncias endécrinas e fisicas da diminui-
¢do da secrecdo de esteroides ovarianos sdo bem conhe-
cidas. A situacé@o durante anos de pré e pés-menopausa
caracteriza-se pela auséncia de progesterona, por concen-
tracdes baixas de estrogénios derivados da converséao
periférica da testosterona e androstenediona em estrona
e, na maioria das vezes, com concentragdes menores de
androgénios.? As consequéncias fisicas sédo, usualmente,
um periodo de instabilidade vasomotora, atrofia dos
caracteres sexuais secundarios, aumento do risco de do-
encas cardiovasculares e, mais frequentemente, diminui-
¢do da massa 6ssea, uma desordem comum que se ca-
racteriza pela perda de massa 6ssea e risco aumentado
de fraturas.® Além disso, nervosismo, diminuigdo da me-
moria e fadiga sé@o as principais manifestacdes clinicas
do climatério e acometem cerca de 60% das mulheres
nesta fase, sendo que a atrofia urogenital pode surgir apés
alguns anos.®

As consequéncias psicologicas, ao contrario das
consequéncias fisicas, sdo mais dificeis de definir exata-
mente. A autoimagem é um componente importante que
pode associar-se tanto a prevaléncia quanto a intensida-
de dos sintomas, bem como a atitude ante a menopausa.
Mulheres com baixa autoestima apresentam muitos sinto-
mas e geralmente tém atitude negativa nesse periodo da
vida. Dessa forma, esses fatores podem contribuir para a
diminuicdo da qualidade de vida, assim como levar ao
decréscimo da produtividade no trabalho e a dificuldades
nos relacionamentos pessoais e sociais.?

Verifica-se assim que o climatério é uma etapa mar-
cante no envelhecimento feminino. Caracterizado pelo hipo-
estrogenismo progressivo, culminando com a interrupgao
definitiva dos ciclos menstruais, a menopausa é o evento
demarcador desta fase.® Embora seja um fendmeno fisio-
légico, resulta em profundas transformacgdes no organismo
da mulher, que fica mais vulneravel a um conjunto de doen-
¢as, podendo manifestar-se neste momento ou exacerbar
seus sintomas.”

Uma das formas de verificar tais alteracdes é através
do estudo do perfil hematolégico feminino, mais especifica-
mente pelo eritrograma, instrumento que avalia as células
vermelhas do sangue, estritamente relacionadas a anemia
ou doencas afins. A primeira preocupacéo gira em torno de
um sangramento natural, que cessa no climatério e pode
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alterar os estoques de ferro no organismo feminino, até
mesmo ap6s a TRH. Isso porque a prevaléncia e a gravida-
de da deficiéncia de ferro s@do maiores em mulheres do que
em homens devido a diferengcas hormonais e exigéncias
relacionadas a reprodugé@o, como menstruacgéao, gravidez e
lactacdo. O equilibrio de ferro nas mulheres em idade repro-
dutiva e no climatério é sempre precario devido as perdas
e sobrecargas fisiol6gicas deste elemento, podendo-se
observar, como consequéncias destas alteracées, a ane-
mia microcitica hipocromica e o aumento do risco do apa-
recimento de cancer e doencas cardiovasculares, respecti-
vamente.®

As mulheres no climatério caracterizam-se por apre-
sentar diminuigdo da producéo de estradiol e elevacao dos
niveis dos hormdnios foliculo-estimulante e luteinizante. Mu-
Iheres nesta fase constituem um grupo populacional altamen-
te sensivel as mudancas no estado férrico nutricional e ao
estresse oxidativo. No entanto, os sintomas e sinais do
climatério sdo minimizados ou postergados pela implanta-
¢éo da Terapia de Reposigdo Hormonal a base de estradiol
e progesterona. A TRH atua normalizando os niveis
hormonais femininos, diminuindo a frequéncia de estresse
oxidativo celular e, consequentemente, reduzindo o risco de
aparecimento de tumores e doencgas cardiacas nas mulhe-
res no climatério e na menopausa. Dessa forma, mulheres
submetidas a TRH apresentam equilibrio férreo positivo, pois
as perdas sanguineas causadas pela menstruacéo irregu-
lar, presente na pré-menopausa, cessam, e a concentragéo
da hemoglobina aumenta, além de ocorrer um acimulo de
ferro em estoque.®

Em relacdo aos niveis de ferro nas mulheres pés-me-
nopausa, que fazem uso da TRH, Résio et al.®) destacam
que a determinagé@o da concentragéo de ferro sérico sofre
grande variacao diaria, o que impede sua utilizacdo como
parametro Unico para avaliagdo da anemia. Segundo os
estudos destes autores, os niveis de ferritina sérica nédo se
alteraram significativamente apés seis meses da TRH, re-
sultado que indica que a terapia de reposi¢éo de estrégenos
néo influencia na concentragao sérica de ferritina, ou seja,
na quantidade de ferro estocado.

Em conclusdo, Résio et al.®’ ndo encontraram altera-
¢bes que impecam a utilizacdo da TRH no climatério e na
menopausa com relagé@o ao balango de ferro no organismo.
Ao contrario, os resultados de seus estudos indicam que
esta reposicao hormonal manteve normal o estoque de fer-
ro. Amanutencéo do estado férrico em niveis normais pode
ser considerada um efeito benéfico desta TRH, uma vez que
o estoque de ferro normal ou baixo protege as mulheres
menopausadas do estresse oxidativo, diminuindo o risco
de desenvolvimento de doencas cardiacas e de cancer em
mulheres pré-menopausadas e menopausadas.

Segundo Wygoda et al.,”® os niveis de estradiol na pos-
menopausa oscilam entre 10 pg/mL e 20 pg/mL. Na maioria
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das mulheres, este hipoestrogenismo da origem a foga-
chos, secura vaginal e alteragdes psiquicas, de intensida-
de variavel. Os baixos niveis de estrogénio e progesterona
também modificam a distribuicdo de gordura corporal, fa-
vorecendo maior deposi¢cdo no abdémen. Nesses casos,
a TRH tem se revelado benéfica no controle da sinto-
matologia e na melhora da qualidade de vida, uma vez que
previne a deposicao androgénica da gordura corporal e
diminui a relagéo cintura-quadril, diminuindo o risco de
coronariopatia e prevenindo ou minimizando a osteo-
porose.

Manter niveis estrogénicos adequados durante a TRH,
maiores que 60 pg/mL e menores que 0s que ocasionem
hiperestrogenismo clinico, é fundamental para o controle da
sintomatologia da menopausa, inclusive para a prevengéo
de perda éssea, muito comum nessa etapa de vida. Contu-
do, dosagens de estradiol, LH e FSH sao dispendiosas e
nem sempre disponiveis, podendo nao ser confiaveis por
sofrer influéncia do tipo de horménio utilizado, sua farma-
cocinética, forma de aplicagcé@o e de possiveis picos endo-
genos de gonadotrofinas.®

Fica claro a real importancia dos estrégenos no de-
senvolvimento feminino, sendo que muitos dos seus usos
terapéuticos sdo baseados em efeitos farmacologicos re-
conhecidos como mecanismo fisiolégico normal ou meca-
nismo de substituicao por deficiente producédo. Seu princi-
pal uso terapéutico esta indicado nas doengas em que a
falta desses esteroides teriam um papel patogénico, tais
como a menopausa.®"

Ressalva-se, apenas, para a relacéo risco-beneficio
na terapéutica com estrégeno, que deve ser avaliada indivi-
dualmente para cada paciente e reconsiderada periodica-
mente. Quando usados, os estrogénios devem ser adminis-
trados na menor dose eficaz e pelo tempo mais curto possi-
vel, sendo preferivel a terapéutica clinica.(™

Tendo em vista a escassez de pesquisas a respeito
do tema menopausa e/ou climatério versus alteragdes
hematolégicas e, também, o desconhecimento sobre os
mecanismos envolvidos na manutencao dos estoques de
ferro normais pela TRH, faz-se necessaria a realizacao de
novas investigacdes. Dessa forma, o presente estudo teve
como objetivo analisar quais sdo as modificagdes que ocor-
rem no organismo feminino p6s-menopausa, relacionadas
principalmente aos glébulos vermelhos do sangue, além de
verificar a interferéncia da TRH nas mulheres que dela fa-
zem uso. Analisou-se o eritrograma de mulheres com idade
entre 50 e 67 anos, pés-menopausa, do municipio de
Catuipe, RS, area urbana, verificando possiveis alteracées
nos valores de referéncia preconizados ao sexo e a idade,
correlacionado-as com o uso ou ndo de TRH. Esse engaja-
mento prevé um estudo mais aprofundado de possiveis de-
sordens hematol6gicas com a finalidade exclusiva de ga-
rantir maior qualidade de vida, uma vez que a atengéo a
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saude de mulheres, principalmente no periodo da menopau-
sa, mostra-se importante devido as alteragcdes as quais as
mesmas estao expostas.

MATERIAL E METODOS

Catuipe é um municipio do estado do Rio Grande
do Sul, mais especificadamente da regido noroeste, com
uma populacéao de 9.499 habitantes, conforme a ultima
contagem, realizada em 2007, pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Deste total, 5.088 sdo mu-
Iheres. Na faixa etaria de 50 a 54 anos estdo 276 mulhe-
res; de 55 a 59 anos encontram-se 262; de 60 a 64 anos
sdo 251 e de 65 a 69 anos existem, na cidade, 173 mu-
Iheres.("®

A populacédo da pesquisa foi composta de mulheres
com idade entre 50 e 67 anos, pés-menopausa, residentes
no territério de abrangéncia da Unidade de Saude da Fami-
lia deste municipio, mais especificamente na area urbana.
A amostra correspondeu a 61 mulheres com, no minimo, um
ano de amenorreia.

Inicialmente, com a ajuda dos Agentes Comunitari-
os de Saude, realizou-se um levantamento do nimero de
mulheres na faixa etaria e nas condicées determinadas
pelo estudo no municipio. Uma visita domiciliar teve como
objetivo convidar cada mulher a participar da pesquisa,
explanando anteriormente os objetivos e a metodologia
a ser utilizada. Tendo o aceite, devidamente documenta-
do pela assinatura do Termo de Consentimento Livre Es-
clarecido (TCLE) e estando dentro dos critérios de inclu-
sdo para a constituicdo da amostra, foi dado o inicio da
coleta de dados.

Na Unidade de Saude Central de Catuipe, as mulhe-
res foram aguardadas em jejum, conforme data e hora pré-
determinadas. Coletaram-se cerca de 10 mL de sangue por
puncéo venosa, de cada mulher menopausada, acondicio-
nados em frascos contendo os anticoagulantes especificos
para as dosagens hematol6gicas a serem realizadas. Apo6s
transporte adequado, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratoério de Analises Clinicas da Unijui, o Unilab. O san-
gue total com EDTA foi analisado em automacao pelo apa-
relho ABX Micros 60, o qual emite o laudo do hemograma a
ser discutido posteriormente. Com a mesma amostra de
sangue foram feitas distensdes sanguineas, identificadas e
coradas para analise microscépica da morfologia eritro-
citaria.

Cabe ressaltar que o presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Regional do Noroeste do
Estado do Rio Grande do Sul (Unijui), sob o nimero do pa-
recer consubstanciado n°® 255/2009, viabilizando a pesqui-
sa. Realizou-se, entdo, no municipio de Catuipe, RS, um es-
tudo do tipo transversal, prospectivo, analitico descritivo, uma
vez que os dados foram analisados e discutidos utilizando-
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se a estatistica descritiva, ou seja,por meio de indices como
média e desvio padréo.

RESULTADOS

Do total de mulheres analisadas, a idade minima foi
de 52 anos e a maxima de 67 anos, sendo 59 anos a média
da idade, respeitando-se os dados da literatura e o critério
de inclusdo da amostra para a pesquisa em mulheres pos-
menopausa.

Conforme a renda individual, 40 mulheres (65,6%) re-
cebem de um a dois salarios; 12 (19,7%) recebem abaixo
de um salario minimo e apenas duas (3,3%), recebem aci-
ma de dois salarios minimos. Ha ainda 1,6% que declara-
ram nao saber e 9,8% informaram que n&o possuem renda
individual, mas participam do total da renda familiar.

A escolaridade revelou que 72,1%, correspondentes
a 44 mulheres, possuem o ensino fundamental incompleto.
Cinco (8,2%) completaram o ensino fundamental, trés (4,9%)
possuem o ensino médio incompleto e outras trés mulheres
ja completaram o ensino médio. Apenas 3,3%, ou seja, duas
mulheres possuem ensino superior, contrapondo com 6,6%,
quatro mulheres, que sédo analfabetas.

A analise do tempo de amenorreia destas mulheres
revelou que 13,1% (8/61) possuem o tempo minimo descri-
to na literatura para a inclusdo na pesquisa até cinco anos
de pausa, enquanto que a maioria das mulheres, 42,6% (26/
61), tem de seis a dez anos; 26,2% (16/61) se incluem na
faixa de 11 a 15 anos de amenorreias e 11,5% (7/61) pos-
suem de 16 a 20 anos; 4,9% (3/61) estdo entre 21 a 25
anos e apenas uma paciente revelou ter o maior periodo,
aproximadamente 30 anos de pausa.

O uso de Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH) tam-
bém foi avaliado. Entre as 61 mulheres menopausadas, 41
delas (67,2%) nao utilizam ou nunca fizeram uso de
horménios de reposicdo. Analisou-se o tempo de uso da
TRH para as vinte mulheres (32,8%) que dela usufruem, con-
forme a Figura 1.

Tempo de Uso de TRH

I Menos de um ano de uso

B De um a dois anos

De trés a quatro anos

B De quatro a cinco anos de
uso

0 De dez a vinte anos

Figura 1. Percentual de mulheres pés-menopausa do municipio de
Catuipe (RS) que fazem uso de TRH de acordo com o tempo de uso.
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ANALISE DO ERITROGRAMA

Além desses dados foi analisado também o hemo-
grama, teste laboratorial que estabelece aspectos qualitati-
vos e quantitativos das células sanguineas, cujos valores de
referéncia podem sofrer alteragdes, embora discretas, re-
lacionadas a idade do paciente, sexo e condicdes fisicas,
tais como gestagéo, menstruacéo ou climatério.("* Frisa-se
que os resultados do hemograma séo divididos em eritro-
grama (células vermelhas) e leucograma (células brancas).
Analisou-se apenas o eritrograma, a fim de se avaliar a sé-
rie vermelha do sangue através de parametros como o nu-
mero de eritrécitos, dosagem de hemoglobina e hematécrito,
além da avaliagéo dos indices hematimétricos e a morfologia
das hemaceas nas pacientes menopausadas.

Os resultados do eritrograma mostraram que, quanto
ao numero total de glébulos vermelhos, 98,4%, equivalen-
tes a 60 mulheres, apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia preconizados ao sexo e a idade, de 3,9 a 5,3
milhGes eritrécitos/mm3.('S Apenas uma paciente apresen-
tou um nimero menor de hemaceas, mais especificamente
3,85 milhdes/mm?. No entanto, percebe-se que a diferenca
nao é significativa, ndo sendo um indicio para a avaliagédo
de um processo anémico.

A dosagem de hemoglobina configura-se como a mais
importante determinagdo do eritrograma, uma vez que é
considerada o verdadeiro parametro para o diagnéstico de
anemias. Segundo Oliveira, ™ os valores de referéncia para
mulheres adultas estéo entre 12 g/dL e 16 g/dL. Nesta faixa
encontraram-se 58 mulheres (95,1%), sendo que 4,9%, ou
seja, apenas trés mulheres estavam possivelmente anémi-
cas. Porém, os valores ndo sao assim téo discrepantes da
normalidade, ficando numa faixa de 11,7 g/dL a 11,9 g/dL.

O hematocrito das pacientes revelou um bom prognésti-
co.Arelacéo percentual entre as células vermelhas do sangue
(volume de empacotamento dos eritrocitos) e o plasma, em
sua normalidade para mulheres adultas, varia de 36% a 48%."
Nessa faixa de referéncia estava a maioria das mulheres do
estudo, 96,7% ou 59 mulheres. Duas pacientes tiveram valo-
res discrepantes, estando uma abaixo dos valores de referén-
cia (34,7% de hematécrito) e a outra acima (48,2% de
hematocrito), representando, cada uma, 1,6% do total.

Salienta-se que a mesma paciente que apresentou
valores baixos de hematocrito também apresentou um va-
lor abaixo do normal de hemoglobina (11,9 g/dL). Isso se
explica porque o hematécrito sofre influéncias das altera-
¢des do contelido de hemoglobina, do tamanho e da for-
ma do eritrécito." No entanto, para um diagnéstico corre-
to de anemia, é necessaria a analise dos indices hema-
timétricos, tais como VCM, HCM, CHCM, além do RDW,
conforme segue.

O Volume Corpuscular Médio (VCM) corresponde
a média dos volumes de uma populagao de eritrocitos,
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expressos em fentolitros (fL). E o indice mais importante por
automacao, pois é a base para a classificagdo morfo-
l6gica das anemias. Anemias microciticas possuem um
VCM menor que 80 fL, enquanto que anemias macrociticas
possuem um VCM maior que 100 fL. Entdo, segundo Oli-
veira," os valores de referéncia para o VCM estéo entre
80 a 100 fL. Nesta faixa, dita normocitica, encontraram-
se 100% das mulheres p6s-menopausas analisadas. O
VCM médio das 61 pacientes foi de 90,42 fL, sendo o
minimo 84,28 fL e o maximo 97,44 fL, com um desvio
padrdo de + 2,98, demonstrando a homogeneidade dos
dados.

A Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) é a média
do conteudo (peso interno) de hemoglobina de uma popu-
lacéo de eritrocitos. 96,7%, ou seja, 59 das mulheres anali-
sadas tém o VCM considerado normal, de 27 pg a 33 pg.(™®
Apenas duas pacientes (3,3%) apresentaram valores aci-
ma, mais precisamente de 33,90 pg e 34,36 pg, 0 que nos
indica uma hemacea mais pesada e pode traduzir uma pos-
sivel hipercromia dos eritrécitos, que somente sera confir-
mada apés andlise do CHCM, bem como da avaliagédo
morfolégica da distensdo sanguinea. Salienta-se que o des-
vio padrdo encontrado também foi pequeno, de £ 1,40. A
média do HCM estabeleceu-se em 29,70 pg, o valor mini-
mo 27,16 pg e o maximo 34,36 pg.

O CHCM é o indice hematimétrico que, de fato, avalia
a cor dos eritrocitos, ja que corresponde a média das con-
centracdes internas de hemoglobina de uma populacéo de
eritrocitos. No estudo, o CHCM médio foi de 32,83 pg, es-
tando o minimo estabelecido em 30,92 pg e 0 maximo em
36,05 pg, com um desvio padrao de apenas + 0,85. Os
resultados encontram-se expressos na Figura 2, que se-
gue abaixo.

Eritrécitos hipocromicos, pouco corados, possuem
um CHCM abaixo de 32 pg. Em um comparativo geral en-
tre as mulheres e todos os dados apresentados anterior-

CHCM

B Nimero de mulheres pds-menopausa

B Porcentagem de mulheres pés-menopausa

=y

Abaixo de 32 pg

bt

De32a36pg Acima de 36 pg

Figura 3. Valores de CHCM para mulheres pés-menopausa do municipio
de Catuipe, RS.
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mente, observa-se que as nove pacientes com eritrécitos
hipocrémicos ndo possuem alteragdo na concentracédo de
hemoglobina, nem diminuigéo dos valores de VCM e HCM.
Ressalta-se ainda que os valores de CHCM alterados en-
contram-se muito préximos a normalidade, ndo represen-
tando significado clinico.

Ja as hemaceas muito coradas, denominadas hiper-
crdomicas, possuem o CHCM acima de 36 pg. Em andlise
observa-se que a Unica paciente com CHCM elevado é a
mesma que havia apresentado um HCM elevado, confir-
mando a hipercromia dos eritrocitos analisados no esfre-
gaco; entretanto, frisa-se que este ndo é um caso de ane-
mia uma vez que a paciente apresenta a concentracgéo de
hemoglobina normal.

O RDW é um indice exclusivamente automatizado.
Equivale ao grau de anisocitose, que é o termo que carac-
teriza a diferenca de tamanho entre os eritrécitos, ou seja,
corresponde a amplitude de distribuicdo do volume dos
eritrocitos e revela numericamente a variagéo do volume
dessas hemaceas. Dessa forma, o RDW normal revela
homogeneidade em relagdo ao volume dos eritrécitos, o
que é comum em pessoas ndao anémicas, mas também
pode ocorrer em alguns tipos de anemias. Valores diminu-
idos nao tém significado clinico, enquanto que valores au-
mentados indicam alteragdes na maturacéo eritrocitaria.
Para o RDW, o estudo revelou que 100% das mulheres
p6s-menopausa analisadas possuem valores entre 11% a
14,5%, considerada, segundo Oliveira," a faixa de nor-
malidade para o sexo e a idade das pacientes. O RDW
minimo obtido foi de 11,00% e o maximo 13,20%, obtendo-
se uma média de 12,15%, com desvio padrao de + 0,43,
traduzindo a total homogeneidade dos resultados encon-
trados.

Comparacio do eritrograma com o uso de TRH

Quanto ao numero de células vermelhas, observa-se
que todas as mulheres (100%) que fazem uso de TRH apre-
sentaram-se dentro da faixa dos valores de referéncia para
o numero de eritrécitos. Apenas uma mulher (2,4%) do to-
tal de 41 que nédo fazem, ou nunca fizeram, uso de hor-
monios de reposicdo, apresentou um nimero menor que
3,9 milhdes/mm?® de hemaceas.

A relacéo entre o uso de TRH e a concentracdo de
hemoglobina, encontra-se representada na Tabela 1, con-
forme segue. Duas mulheres que apresentaram concen-
tracéo de hemoglobina inferior a 12 g/dL, valor de referén-
cia para a idade e sexo, fazem uso de TRH, ambas por um
periodo de quatro a cinco anos. Entre as pacientes que
ndo fazem uso de TRH verifica-se também um possivel
caso de anemia (2,4%), confirmando que a terapia
hormonal ndo é fator determinante na concentragdo da
hemoglobina.
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Tabela 1 - Uso de TRH x Concentragéo de hemoglobina (HGB)

HGB
- Total
Abaixo de 12 g/dL De 12 g/dL a 16 g/dL

Uso TRH Sim  Mulheres pés-menopausa 2 18 20
% dentro de uso de TRH 10,0% 90,0% 100,0%

N&o  Mulheres pés-menopausa 1 40 41
% dentro de uso de TRH 2,4% 97,6% 100,0%

Total Mulheres pés-menopausa 3 58 61
% dentro de uso de TRH 4,9% 95,1% 100,0%

Quanto aos valores de hematécrito, nenhuma mulher
que faz uso de TRH apresentou valores superiores a 48% e
apenas 5% (1/20) apresentaram valores abaixo da normali-
dade, de 36% de HCT. Entre as pacientes que nao utilizam
a TRH, a grande maioria, 97,6% (40/41), teve um hematécrito
normal, entre 36% a 48%, conforme ilustra a Tabela 2.

A relacao entre o uso de TRH e os resultados dos
valores da hemoglobina corpuscular média, o HCM, esta
expressa na Tabela 3.

Tal relacdo demonstra que, entre as mulheres que fa-
zem uso de TRH, apenas 10% (2/20) revelaram um peso

Tabela 2 - Uso de TRH x Hematécrito (HCT)

superior dos eritrocitos, com HCM acima de 33 pg, enquan-
to que em 100% das mulheres que nao utilizam a TRH o
HCM encontra-se dentro dos valores de normalidade, de
27pg a 33 pg.(®

Quanto ao CHCM, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, outro indice hematimétrico que avalia a
cor dos eritrécitos, os valores foram mais discrepantes, con-
forme a Tabela 4. Na normalidade, de 32 pg a 36 pg, encon-
tram-se 75% (15/20) das mulheres que fazem uso de TRH e
87,8% (36/41) das pacientes que nao utilizam ou nunca fi-
zeram uso de TRH.

HCT
Total
Abaixo de 36% De 36% a 48% Acima de 48%
Uso TRH Sim  Mulheres pds-menopausa 1 19 0 20
% dentro de uso de TRH 5,0% 95,0% 0% 100,0%
Nao  Mulheres pds-menopausa 0 40 1 41
% dentro de uso de TRH 0% 97,6% 2,4% 100,0%
Total Mulheres pés-menopausa 1 59 1 61
% dentro de uso de TRH 1,6% 96,7% 1,6% 100,0%
Tabela 3 - Uso de TRH x HCM
HCM
- Total
De 27 pga 33 pg Acima de 33 pg
Uso TRH Sim Mulheres pds-menopausa 18 2 20
% dentro de uso de TRH 90,0% 10,0% 100,0%
Nao Mulheres pds-menopausa 41 0 41
% dentro de uso de TRH 100,0% 0% 100,0%
Total Mulheres pds-menopausa 59 2 61
% dentro de uso de TRH 96,7% 3,3% 100,0%
Tabela 4 - Uso de TRH x CHCM
CHCM
- - Total
Abaixo de 32pg De 32pga 36 pg Acima de 36 pg
Uso TRH Sim  Mulheres pés-menopausa 4 15 1 20
% dentro de uso de TRH 20,0% 75,0% 5,0% 100,0%
Ndo  Mulheres pés-menopausa 5 36 0 41
% dentro de uso de TRH 12.2% 87,8% 0% 100,0%
Total Mulheres pés-menopausa 9 51 1 61
% dentro de uso de TRH 14,8% 83,6% 1,6% 100,0%
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Conforme descrito anteriormente, para o VCM, 100%
das mulheres analisadas encontraram-se dentro da faixa
considerada normal, de 80 fL a 100 fL, independente do uso
ou nao de TRH. O mesmo foi verificado para o RDW, onde
a totalidade das pacientes possui valores entre 11% a
14,5%, considerados normais, segundo Oliveira.("®

DISCUSSAO

Inicialmente deve-se distinguir a fase pré e p6s-meno-
pausa, principalmente quanto aos sintomas e consequéncias
no organismo feminino. O periodo pré-menopausa é carac-
terizado por menstruagdes irregulares que alteram periodos
sem sangramento e periodos de sangramento em dema-
sia, 0 que pode resultar em perdas consideraveis de san-
gue de uma s6 vez, desencadeando assim um desequilibrio
de ferro devido a perdas fisiol6gicas, mas elevadas, desse
elemento no organismo, o que pode ser a possivel causa
de anemia em mulheres pré-menopausicas.(®

O periodo p6s-menopausa, neste trabalho avaliado na
pratica, considera o término definitivo da menstruagéo, ou
seja, as pacientes apresentam no minimo um ano de
amenorreia, sem sangramento algum. Nesse caso, segun-
do Résio et al., a alteragdo mais frequente é, além do equi-
librio de ferro positivo, a concentracdo da hemoglobina au-
mentada, que se deve ao fato das perdas sanguineas cau-
sadas pela menstruacao irregular, presente na pré-meno-
pausa, terem cessado por completo, levando a acimulos
no organismo feminino.®

Nesses casos, entende-se que quadros anémicos se-
riam achados pouco provaveis no estudo pratico desenvol-
vido, uma vez que a populagéo de amostra foram mulheres
do periodo pés-menopausa. Assim, apesar de se detecta-
rem trés casos de concentracédo diminuida de hemoglobina,
nenhum deles caracterizou um quadro de anemia com
significancia clinica, uma vez que as pacientes ndo demons-
traram alteragdes significativas nos demais aspectos anali-
sados, como, por exemplo, os indices hematimétricos, que
ajudam a determinar o perfil hematologico da série verme-
Ilha do sangue.

Quanto a concentracao interna de hemoglobina ou seu
conteudo nos eritrécitos, foram verificadas pequenas alte-
racdes nos indices HCM e CHCM. No entanto, os valores
minimos de desvio padrdo para ambos os resultados de-
monstraram a homogeneidade dos dados que néo implica-
riam em alterag6es hematolodgicas relacionadas a meno-
pausa. Além disso, o nimero de glébulos vermelhos também
nao apresentou modificagdes significativas nas mulheres
analisadas, independentes de fazerem ou ndo uso de TRH.

Dessa forma, acredita-se que os casos superficiais
de anemias verificados por uma concentragao diminuida de
hemoglobina muito pouco significativa estao relacionados
talvez a uma deficiéncia de ferro em funcdo de uma alimen-
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tacdo inadequada ou, ainda, a pequenas perdas sanguine-
as paralelas, de causas variadas e desconhecidas.

Ressalta-se que a analise de aspectos secundarios
relacionados a possiveis quadros anémicos como, por
exemplo, doencas do trato gastrointestinal, € muito comum
nos estudos que envolvem mulheres no periodo pré-meno-
pausa. Isso porque, para que o sangramento irregular do
climatério seja a causa direta da anemia, todas as demais
hipoteses relacionadas a perdas sanguineas devem ser
descartadas. Por isso, os autores que investigam quadros
anémicos realizam estudos multidisciplinares envolvendo
avaliacdes ginecologicas e gastricas, através de exames
que contemplem todo o aparelho digestivo, como endos-
copias e colonoscopias, radiografia gastrointestinal e exa-
me de sangue oculto em fezes, a fim de comprovar que a
anemia tenha uma sé causa, a ginecolégica, uma vez que a
anemia por deficiéncia de ferro ndo é incomum em mulhe-
res pré-menopausicas.!'%19

Quanto ao achado mais provavel proposto pela litera-
tura, o acumulo de ferro em estoque no organismo feminino
p6s-menopausa, acredita-se que a melhor analise para sua
comprovacao seria a determinagéo de ferritina sérica. No
entanto, estes testes ndo foram neste trabalho analisados,
ficando a oportunidade de seguimento do estudo desenvol-
vido, ou ainda, novas pesquisas no sentido de elucidar me-
Ihor o assunto, proporcionando garantia dos resultados pro-
postos, uma vez que ndo foram encontrados muitos dados
na literatura que comprovassem alteragées especificas no
eritrograma de mulheres pés-menopausa.

Por fim, quanto aos apanhados teéricos analisados,
verificou-se a importancia em conhecer, prevenir e identifi-
car precocemente os problemas que estéao relacionados ao
periodo da menopausa, no qual a mulher passa por modifi-
cacgdes corporais e endocrinas que interferem no fisico, no
psiquico e no social, uma vez que, além dos sinais e sinto-
mas corriqueiros que acompanham estreitamente a inter-
rupgéo da funcdo ovariana normal, ndo foram observados
maiores alteragdes que influenciariam tanto a satide quanto
o bem-estar das mulheres pés-menopausicas.

CONCLUSAO

Apesar de existirem atitudes conservadoras que con-
sideram a menopausa uma enfermidade que ocorre em to-
das as mulheres, comprovou-se por meio de exames hemato-
I6gicos que as alteracdes nas células vermelhas deste peri-
odo de vida feminino ndo sao significativas quanto menos
patologicas. Além disso, pdde-se verificar que a Terapia de
Reposicdo Hormonal (TRH) néo é fator determinante nas
alteragcdes hematologicas encontradas nas mulheres pés-
menopausicas.

Dessa forma, acredita-se que ainterrupcéao natural da
perda sanguinea, associada as alteragdes hormonais pro-
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prias do organismo feminino, ou aquelas artificiais, induzidas
pela TRH, nao interferem na hematopoiese, ou seja, no pro-
cesso de formacgédo de células sanguineas, tais como os
eritrocitos.

Em suma, a guisa de conclusdo, pode-se dizer que o
significado da menopausa depende mais de aspectos cul-
turais, influéncias sociais e conhecimento pessoal, bem
como da interagao entre esses fatores ao longo da vida. A
atitude dos profissionais envolvidos nos cuidados de mu-
Ilheres no climatério deve variar de acordo com a maneira
como se percebe o fendmeno, apesar do periodo do clima-
tério ser frequentemente visto com preocupacao pelas mu-
lheres, correlacionado a problemas e sintomas diversos. Por
isso, cabe aos pesquisadores e estudantes das areas da
saude investigar todos os aspectos relacionados a meno-
pausa, suas transformacgdes e/ou complicagdes, a fim de
elucidar a biologia feminina nos mais variados ambitos, de-
talhando ao maximo este fendémeno, permitindo a melhora
da qualidade e o aumento na expectativa de vida destas
mulheres.

Abstract

Menopause is a feminine physiologic phenomenon due to the exhaustion
of the ovarian follicles that it happens in all of the women of stocking
age, following by the progressive fall of the estradiol secretion, culminating
with the definitive interruption of the menstrual cycles and the appearance
of characteristic symptoms. The modifications, that are not just physics,
vary from psychological aspects, alterations in the lifestyle and, with
passing of the age, consequent disturbances in these women's routine
medical examinations. With the objective of investigating women's
hematological alterations in the petiod powder-menopause, in other words,
with at least a year of amenorrhoea, residents in the municipal district of
Catuipe/RS, in the urban area, he/she took place the analysis of the
eritrograma, fraction of the blood count that determines the profile of the
red cells of the blood. Besides, the possible certain alterations were
correlated with the use, or no, of Therapy of Hormonal Replacement
(TRH) in the menopausal women included in the study. The results
revealed that the menopause, while feminine, associated natural
phenomenon orno TRH, doesn'tinterfere in the production of erythrocytes
of the blood nor, either, it promotes significant alterations in the
hemoglobin values, hematécrito and in the indexes analyzed
hematimétricos, such like VCM, HCM, CHCM and RDW.

Keywords
Menopause; Erythrogram; Anemia; Hormonal Replacement Therapy
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Acido metilmalénico no diagnéstico das anemias megaloblasticas
Methylmalonic acid in diagnosis of megaloblastic anemias
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INTRODUCAO

Resumo

As principais causas de anemia megaloblastica consistem nas deficiéncias de vitamina
B12 e/ou de acido félico, sendo muito importante o diagnéstico diferencial entre estas
deficiéncias, ja que a administragcéo de acido félico a pacientes com deficiéncia de vitami-
na B12 pode corrigir as alteragdes hematoldgicas sem impedir a progressao da doenca
neuroldgica. As manifestacdes neurolégicas da deficiéncia de vitamina B12 podem ocorrer
mesmo quando os niveis plasmaticos desta vitamina estao dentro dos valores de referén-
cia, de modo que também é muito importante o diagndstico da doenga subclinica. A deter-
minagdo de parametros associados a vitamina B12, como acido metilmal6nico e
homocisteina, tem emergido como ferramenta adicional para melhorar o diagnéstico desta
doenga subclinica como também tem facilitado a realizagdo do diagnéstico diferencial
entre as deficiéncias de vitamina B12 e de acido félico. Dessa forma, a determinagéao
destes parametros constitui uma ferramenta com grande potencialidade para aperfeigoar
o diagnéstico das anemias megaloblasticas nos laboratérios clinicos. Considerando as
limitagdes relacionadas a determinagéo e interpretacdo dos niveis plasmaticos de vitami-
na B12, o principal objetivo desta revisédo consiste em alertar os profissionais que lidam
com esta questédo sobre a importancia da doenga subclinica e dos métodos laboratoriais
mais recentes potencialmente aplicaveis para melhorar o diagnéstico desta condigéo.
Todavia, muitas lacunas ainda persistem quanto a devida abordagem e confirmagéo de
casos suspeitos de deficiéncia de vitamina B12 e/ou acido félico, o que indubitavelmente
demanda estudos adicionais.

I:"alavras-chave ]
Acido félico; Vitamina B12; Acido metilmalénico; Homocisteina; Anemia megaloblastica.

co consiste nos pacientes que desenvolvem uma deficién-
cia leve ou subclinica de vitamina B12, frequentemente sem

As anemias megaloblasticas consistem em um gru-
po de doencas com alteragcdes morfolégicas similares na
medula 6ssea, que cursam com macrocitose. Estas alte-
racdes possuem em comum uma reducado na sintese de
DNA, o que leva a um comprometimento da hematopoiese
normal e ao surgimento de alteragcdes morfolégicas nos
precursores dos eritrécitos, leucocitos e plaquetas. Além
disso, ocorrem alteragdes em outros locais onde ha gran-
de proliferacéo celular, como intestino delgado, lingua e
utero. Contudo, as alteragées da medula 6ssea sédo as
mais expressivas."

Dentre as anemias megaloblasticas, destaca-se por
sua importancia clinica a anemia perniciosa, a qual resulta
da deficiéncia de vitamina B12. Aanemia perniciosa classi-
ca geralmente ndo apresenta grandes dificuldades para o
diagnéstico, ja que os pacientes portadores desta doenca
apresentam os sintomas caracteristicos de anemia
macrocitica, glossite e alteragées neurolégicas, sendo en-
téo facilmente reconhecidos. O principal desafio diagnosti-

a presenca de anemia. Embora seja dificil diagnosticar es-
tes pacientes, é importante fazé-lo, pois as manifestacdes
neurolégicas podem ser irreversiveis se o tratamento for ini-
ciado tardiamente. Este desafio diagnéstico levou a pes-
quisa por marcadores bioquimicos precoces da deficiéncia
de vitamina B12 e, assim, ao desenvolvimento de métodos
aperfeicoados para a determinagao de dois metabolitos que
se acumulam quando ha deficiéncia de vitamina B12: o aci-
do metilmalénico plasmatico e urinario e a homocisteina to-
tal plasmatica.?

Vitamina B12 (cobalamina)

A vitamina B12 corresponde somente a cianocoba-
lamina, contudo, varias outras cobalaminas possuem pro-
priedades nutricionais idénticas, de modo que, na literatura
hematolégica, os termos cobalamina e vitamina B12 sao
utilizados como sindnimos. A vitamina B12 é sintetizada
pelas bactérias e € encontrada no solo e na dgua contami-
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nada. Alimentos de origem animal (carne, ovos e leite) con-
sistem nas fontes dietéticas primarias. A quantidade média
de vitamina B12 na dieta ocidental (5 pg a 15 pg/dia) é mais
do que suficiente para suprir as necessidades diarias de
2 pg/dia. Assim, exceto pelos vegetarianos estritos, a pre-
senca de deficiéncia de vitamina B12 geralmente resulta
de um problema na absorgéo desta vitamina. O corpo ar-
mazena uma grande quantidade de vitamina B12 (2 mg a
5 mg) em relacdo aos requerimentos diarios. Assim, sdo
necessarios de dois a cinco anos para o desenvolvimento
da deficiéncia de vitamina B12, mesmo ocorrendo uma
grande deficiéncia na absor¢ao.®

Apos a ingestéo de produtos de origem animal, a vita-
mina B12 presente nestes alimentos chega ao estomago
ligada a proteinas animais, onde esta é liberada pela acéo
da pepsina e do acido cloridrico, e se liga a haptocorrina
produzida pelas glandulas salivares. No intestino, a hapto-
corrina é degradada pelas enzimas pancreaticas, e a vita-
mina B12 se liga ao fator intrinseco, uma proteina sintetiza-
da pelas células parietais gastricas e secretada no suco
gastrico. O complexo fator intrinseco-vitamina B12 é inter-
nalizado na parte distal do intestino, no ileo terminal, através
do receptor deste complexo, e, entéo, o fator intrinseco é
degradado por proteélise, de modo que somente a vitami-
na B12 entra na circulacao sistémica. Acredita-se que apro-
ximadamente 1% da vitamina B12 ingerida é absorvida por
difusdo passiva na sua forma livre, o que explica o fato da
deficiéncia de vitamina B12 poder ser tratada com uma gran-
de dose de vitamina B12 oral. Na circulacéo, a vitamina B12
se liga a transcobalamina Il ou as haptocorrinas plasmaticas
(transcobalaminas | e Ill). A vitamina B12 ligada a trans-
cobalamina Il consiste na holotranscobalamina, a qual re-
presenta a fragdo biologicamente ativa que é liberada em
todos os tecidos do corpo, enquanto que a funcdo das
haptocorrinas é desconhecida.?* Alguns estudos tém su-
gerido que a determinagcédo da holotranscobalamina plas-
matica consiste em um método mais confiavel para avaliar
a vitamina B12 biologicamente ativa e a disponibilidade
desta para os tecidos do que a vitamina B12 total, contudo,
sua utilidade clinica ainda nédo esta bem estabelecida.® Apés
a captacao celular da holotranscobalamina, a transcoba-
lamina Il é degradada, e a vitamina B12 atua como uma
coenzima em reagdes enzimaticas.®

Nos mamiferos, apenas duas reagces enzimaticas
dependentes da vitamina B12 foram identificadas. Uma
delas envolve a conversdo do metilmalonil-CoA a succinil-
CoA, catalisada pela enzima metilmalonil-CoA mutase, uti-
lizando a adenosilcobalamina como cofator (Quadro 1). A
deficiéncia de vitamina B12 resulta em um aumento de
metilmalonil-CoA e do produto da sua hidrélise, o acido
metilmaldnico. A outra reagéo dependente da vitamina B12
envolve a convers@o da homocisteina a metionina catalisada
pela enzima metionina sintase, utilizando a metilcobalamina
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como cofator, que é acompanhada, na mesma reacao
enzimatica, da conversdao do metiltetrahidrofolato a tetra-
hidrofolato (Quadro 2). Como o tetrahidrofolato é necessa-
rio para a sintese normal de DNA, a deficiéncia de vitamina
B12 resulta em um comprometimento da sintese de DNA, o
que impede a divisao celular na medula éssea e resulta no
desenvolvimento de uma hematopoiese megaloblastica.
Além disso, o comprometimento desta reagédo enzimatica
na deficiéncia de vitamina B12 resulta em um aumento dos
niveis plasmaticos de homocisteina total.®®

A producéo de S-adenosilmetionina a partir da metio-
nina é critica para a fungao do sistema nervoso, o que expli-
ca os efeitos neuropaticos da deficiéncia de vitamina B12.
Embora o folato seja necessario para a produgdo de S-

) . metilmalonil-CoA mutase o
metilmalonil-CoA - - » succinil-CoA
adenosilcobalamina

metilmalonil-CoA
hidrolase

acido metilmalénico

Quadro 1. Conversdo do metilmalonil-CoA a succinil-CoA catalisada
pela enzima metilmalonil-CoA mutase, utilizando a adenosilcobalamina
como cofator, e conversdo do metilmalonil-CoA a acido metilmalénico
catalisada pela enzima metilmalonil-CoA hidrolase.

utilizada em reagdes de metilagéo no
sistema nervoso central

1

S-adenosilmetionina

o metionina sintase o
homocisteina - - » metionina
metilcobalamina

—

metiltetrahidrofolato

tetrahidrofolato

l

utilizado na sintese de DNA

Quadro 2. Conversdo da homocisteina a metionina catalisada pela
enzima metionina sintase, utilizando a metilcobalamina como cofator e
o metiltetrahidrofolato como cossubstrato.

adenosilmetionina, as complicagdes neuroldgicas sao
incomuns na deficiéncia de acido félico, provavelmente por-
que a célula desenvolve mecanismos alternativos que pre-
servam o suprimento de S-adenosilmetionina quando ha
privacao de folato.®

Ao contrario do folato da dieta, o acido félico sintético
(acido pteroilglutamico) é reduzido diretamente a tetra-
hidrofolato sem a necessidade da vitamina B12 como
cofator. Porisso, a administragdo de suplementos de acido
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félico a pacientes com deficiéncia de vitamina B12 pode
corrigir as alteragdes hematol6gicas megaloblasticas, mas
sem impedir a progresséo da doenca neurolégica, de modo
gue o tratamento inadequado da deficiéncia de vitamina B12
com acido félico pode causar uma degeneracéo nervosa
irreversivel.®)

A deficiéncia de vitamina B12 deve ser suspeitada em
todos os pacientes com anemia inexplicada e/ou sintomas
neurolégicos, assim como nos individuos com risco de de-
senvolvimento de deficiéncia de vitamina B12, como os ido-
sos, os pacientes com doengas intestinais e os vegetaria-
nos estritos.(” As gestantes vegetarianas constituem um gru-
po de elevado risco, ja que a deficiéncia desta vitamina du-
rante a gestagao pode levar a ma formacéo fetal decorrente
de defeitos no desenvolvimento do tubo neural.®

Os sintomas neurolégicos mais comuns sdo pares-
tesia das extremidades, entorpecimento, fraqueza muscu-
lar e ataxia, embora deméncia e psicose também possam
ocorrer.® Embora as anormalidades hematologicas frequen-
temente se desenvolvam antes do estabelecimento da do-
enca neurolégica, mais de um quarto dos pacientes com
manifestacdes neurolégicas da deficiéncia de vitamina B12
apresentam ou o hematocrito normal ou o volume corpuscular
médio normal, sendo que, algumas vezes, ambos sdo nor-
mais.("9 A deficiéncia de vitamina B12 também esta asso-
ciada a um risco aumentado para o desenvolvimento de
lesdes vasculares oclusivas secundarias a hiper-homo-
cisteinemia.("

A principal causa da deficiéncia de vitamina B12 con-
siste em ma absorgéo, a qual pode ser decorrente de ane-
mia perniciosa (uma doenga autoimune, em que ocorre
atrofia e inflamacéo crénica da mucosa gastrica, levando
a auséncia de fator intrinseco e da secrecéo de acido clo-
ridrico), insuficiéncia pancreatica, doenga ou resseccao
ileal, gastrectomia parcial ou total, gastrite atréfica, ma
absorcgéao da vitamina B12 ligada as proteinas, deficiéncia
congénita ou anormalidade do fator intrinseco, induzida por
farmacos (colchicina, neomicina, acido p-aminosalicilico,
omeprazol, colestiramina, antagonistas H2). Além disso, a
deficiéncia de vitamina B12 pode ser resultante da carén-
cia na dieta devido ao vegetarianismo estrito; da competi-
céo biologica da vitamina B12 da dieta devido a uma pro-
liferacdo de bactérias no intestino, que consomem a vita-
mina B12, ou a uma infestacéo pelo cestédeo Diphylo-
botrium latum; ou da deficiéncia na utilizagdo da vitamina
devido a deficiéncia congénita de transcobalamina Il, que
é o seu transportador.(”

Uma circulacao entero-hepatica ativa conserva a vita-
mina B12 no corpo, sendo que, uma vez que a vitamina B12
retorna ao intestino pela bile, o fator intrinseco é novamente
necessario para a reabsor¢éo. Quando comparados com
os pacientes que apresentam anemia perniciosa, os vege-
tarianos estritos, os quais produzem normalmente o fator
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intrinseco, retém mais vitamina B12 da circulagédo entero-
hepatica, e, assim, demoram mais para se tornarem defici-
entes em vitamina B12 (dez a vinte anos).®

A deficiéncia subclinica de vitamina B12 € comum en-
tre os individuos idosos, podendo resultar em graves pro-
blemas neurolégicos.!"? Devido ao elevado risco de desen-
volvimento de deficiéncia de vitamina B12 entre os idosos
e vegetarianos nos paises mais ricos e a grande prevaléncia
da deficiéncia desta vitamina nas populagdes dos paises
mais pobres, tem sido considerada a possibilidade de se
utilizarem suplementos vitaminicos e/ou alimentos fortifica-
dos com vitamina B12 para reduzir o risco de deficiéncia
desta vitamina nestas populagdes e também entre as ges-
tantes.('34

Acido félico (folato)

O termo acido félico pode designar um composto es-
pecifico, acido pteroilglutamico, porém este é mais comu-
mente utilizado como um termo geral de uma classe de com-
postos relacionados (também denominados folatos) que
possuem atividade nutricional semelhante. O acido félico é
sintetizado por microrganismos e por plantas e esta ampla-
mente distribuido na dieta. Vegetais, frutas, laticineos e ce-
reais sao as fontes mais importantes. Aingestdo média oci-
dental de 200 pg a 300 pg/dia esta proxima das necessida-
des diarias. Ao contrario da vitamina B12, o corpo armaze-
na o folato em uma quantidade pequena em relagéo as ne-
cessidades diarias (5 mg a 10 mg).® Assim, as reservas
corporais de folato se tornam depletadas mais rapidamen-
te do que as reservas corporais de vitamina B12, sendo que
a macrocitose decorrente da deficiéncia de acido foélico pode
se desenvolver em cerca de cinco meses apds a adogao
de uma dieta deficiente nesta vitamina.!"®

As coenzimas folato transferem unidades de carbono
durante o metabolismo dos aminoacidos e a sintese das
purinas e pirimidinas. O metilenotetrahidrofolato, um deri-
vado do tetrahidrofolato, é necessario para a metilacéo de-
pendente da timidilato sintase do deoxiuridilato para gerar
o timidilato, uma etapa limitante na sintese de DNA. Na de-
ficiéncia de folato, e indiretamente na deficiéncia da vitami-
na B12, esta reacdo é prejudicada acarretando um com-
prometimento da sintese de DNA e o desenvolvimento de
uma hematopoiese megaloblastica. Além disso, a deficién-
cia desta vitamina resulta no acimulo do substrato homo-
cisteina.(®

O folato dos alimentos é susceptivel a oxidagao quan-
do estes sdo aquecidos ou cozidos na agua. Estima-se
que 50% ou mais da vitamina podem ser perdidos durante
o cozimento, especialmente quando o alimento é fervido. A
maioria dos folatos é derivada do poliglutamato e devem
ser convertidos a monoglutamato no intestino antes da ab-
sorcdo.!"® A absorcédo do folato ocorre no jejuno, e o seu
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principal local de armazenamento é o figado. A distribuicao
do folato para outros tecidos depende principalmente da
circulacédo entero-hepatica, em que o folato é reabsorvido
da bile para o plasma. Ainterrup¢éo do fluxo da bile resulta
em uma reducdo imediata dos niveis plasmaticos de folato.
De modo semelhante, a ingestéo de alcool interfere na libe-
racao do folato do figado para a bile, causando uma rapida
diminui¢éo nos niveis plasmaticos de folato.'"-'®

A deficiéncia de acido félico geralmente é suspeitada
devido a presenga de anemia ou macrocitose inexplicada.
Quando doengas neuropsiquiatricas sdo encontradas em
pacientes com deficiéncia de acido félico, provavelmente
eles devem apresentar também uma deficiéncia de vitami-
na B12 ou outras doencas." Contudo, ha algumas evidén-
cias de que, em algumas ocasides, depressdo, deméncia
e outras sindromes neurologicas possam ser causadas pela
deficiéncia de acido félico.™®

As principais causas da deficiéncia de acido félico séo
ingestao inadequada na dieta; aumento das demandas da
vitamina que ocorre durante a gravidez, na infancia, e na
presenca de doengas associadas a uma rapida prolifera-
¢ao celular, como anemias hemoliticas, doengas neoplasicas
e psoriase; ma absorcao decorrente de doencas jejunais
ou de sindromes do intestino; competicdo biologica pelo
folato da dieta devido a proliferagdo bacteriana; e induzida
por drogas (anticonvulsivantes, anticoncepcionais orais,
sulfasalazina, metotrexato, agentes antifélicos e agentes
alquilantes)."

Diagnéstico laboratorial das deficiéncias de
vitamina B12 e de acido félico

Volume corpuscular médio

A macrocitose (volume corpuscular médio > 100 fL)
com ou sem anemia é um achado comum em adultos. Paci-
entes com um volume corpuscular médio elevado podem
apresentar uma doencga megaloblastica, definida pela pre-
senca de alterag6es morfolégicas na medula éssea que re-
fletem um comprometimento na sintese de DNA, ou uma
doenca ndo megaloblastica. A presenca de alteragcdes
megaloblasticas na medula ssea geralmente implica o di-
agnoéstico de deficiéncia de vitamina B12 ou de acido
félico.®

Nos pacientes com deficiéncia de vitamina B12 ou de
acido folico, o volume corpuscular médio tende a aumentar
antes que os niveis de hemoglobina diminuam significativa-
mente. Contudo, mesmo quando héa evidéncia bioquimica
de deficiéncia de vitamina, o volume corpuscular médio pode
permanecer dentro da faixa de referéncia, principalmente
se uma deficiéncia de ferro ou talassemia estiver presente
concomitantemente."

O volume corpuscular médio também carece de espe-
cificidade para o diagnéstico da deficiéncia de vitamina B12

86

e de acido félico. Algumas causas ndo megaloblasticas de
macrocitose com ou sem anemia consistem no alcoolismo,
doencas hepaticas, anemias hemoliticas, hipotireoidismo,
sindromes mielodisplasicas e uso de agentes quimio-
terapicos.®?

Filme do sangue periférico

O exame do filme sanguineo mostra alteracdes
eritrocitarias Uteis para o diagnéstico da anemia megalo-
blastica, como macro-ovalécitos, poiquilocitose com esquis-
tocitos, dacriécitos, corpuisculos de Howell-Jolly, anel de
Cabot, eritroblastos e até mesmo megaloblastos, conforme
o grau de anemia. A hipersegmentacao dos neutréfilos é o
sinal mais precoce da disfungéo da granulopoese, apare-
cendo mesmo antes da macrocitose e da anemia e persis-
tindo por dias ou semanas apés o inicio do tratamento. A
presenca de neutrofilos hipersegmentados é altamente sen-
sivel e especifica para o diagnéstico da anemia megalo-
blastica.”

Determinagédo da vitamina B12 plasmatica

A determinacgéo da vitamina B12 plasmatica consis-
te na primeira linha de investigacéo para avaliar os niveis
de vitamina B12. Dependendo da técnica utilizada para a
determinacao, o limite inferior dos niveis normais de vita-
mina B12 plasmatica varia, sendo geralmente em torno de
148 pmol/L (200 pg/mL).® Asensibilidade desta determina-
¢édo é de 95% a 97%, de modo que um nivel plasmatico
normal de vitamina B12 nao exclui completamente a possi-
bilidade de deficiéncia desta vitamina.("®

Estudos com populacdes idosas demonstraram que
ocorre um aumento dos metabolitos relacionados a vitami-
na B12, acido metilmalénico plasmatico e homocisteina to-
tal plasmatica, em uma proporgéo significativa de individu-
0s que possuem niveis normais de vitamina B12. Em um
destes estudos, 35% dos individuos com niveis plasmaticos
de vitamina B12 préximos do limite inferior (140-258 ng/L)
e 24% dos individuos com niveis plasmaticos elevados de
vitamina B12 (>258 ng/L) apresentaram niveis plasmaticos
elevados de acido metilmalénico e/ou de homocisteina to-
tal, sendo que 12% e 11% destes individuos, respectivamen-
te, apresentaram niveis plasmaticos elevados apenas de
acido metilmaldnico.®

Niveis plasmaticos reduzidos de vitamina B12 nédo sédo
especificos da deficiéncia de vitamina B12, podendo tam-
bém ser encontrados na deficiéncia de acido félico, gravi-
dez, infeccao por HIV, mieloma, deficiéncia leve ou grave
de transcobalamina | e em pacientes que recebem anticon-
vulsivantes. Quando os niveis plasmaticos de vitamina B12
sdo determinados, os niveis de folato também devem ser
determinados para avaliar a possibilidade de que a defici-
éncia primaria possa ser de acido félico ao invés de vitami-
na B12.(" Nestes pacientes, os niveis plasmaticos de vita-
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mina B12 retornam ao normal ap6s a terapia com folato.
Contudo, se ap6s a administracéo de folato os niveis plas-
maticos de vitamina B12 nao retornarem ao normal, uma
deficiéncia concomitante de vitamina B12 pode estar pre-
sente.®

Determinagédo do folato plasmatico e do folato
eritrocitario

Os niveis plasmaticos de folato diminuem apoés pou-
cos dias de restricao dietética, embora os estoques teci-
duais possam estar normais. Dependendo da técnica uti-
lizada para a determinacgéo, o limite inferior dos niveis
normais de folato no plasma varia, mas geralmente esta
em torno de 6,8 nmol/L (3,0 ng/mL). A concentracdo de
folato nos eritrocitos € muito maior do que a concentra-
cdo plasmatica, de modo que um leve grau de hemoélise
pode causar um falso aumento nos niveis plasmaticos de
folato.®

Os niveis de folato no plasma refletem principalmente
aingestao recente de folato e, consequentemente, sédo mais
Uteis na detecgéo da deficiéncia aguda de acido félico do
que da deficiéncia crénica. Por outro lado, os niveis de folato
nos eritrécitos correspondem a medida do estado de folato
dos trés meses precedentes.(" Isto ocorre porque depois
que o folato atinge a maioria dos tecidos, incluindo os
eritrécitos, este permanece nestas células até que estas
sejam destruidas. Assim, o contetido de folato dos eritrécitos
representa a média das concentragées de folato durante
toda a vida de cada glébulo vermelho, o que € muito menos
dependente das flutuagdes dietéticas. Por isso, a determi-
nacao dos niveis de folato dos eritrocitos tem sido conside-
rada um método mais eficaz para avaliar os estoques
teciduais de folato. Além disso, tem sido observado que os
niveis de folato dos eritrocitos se correlacionam mais forte-
mente com a presenca de alteragdes megaloblasticas no
esfregaco do sangue periférico e na medula 6ssea do que
os niveis plasmaticos de folato, e a concentracéao de folato
dos eritrécitos € quarenta a cem vezes maior do que a
plasmatica, o que a torna mais facil de ser medida.®

Contudo, limitacdes de sensibilidade e especificidade
reduzem o valor da determinacgéo do folato eritrocitario. Tem
sido observado que o folato eritrocitario encontra-se baixo
em quase dois tercos dos pacientes com deficiéncia de vi-
tamina B12, o que se deve provavelmente ao fato de que a
vitamina B12 é necessaria para a transferéncia normal do
metiltetrahidrofolato do plasma para as células. Assim, este
teste nédo possibilita o diagnéstico diferencial das anemias
megaloblasticas."

Determinagédo do acido metilmalénico plasmatico e
urinario, e da homocisteina total plasmatica

A homocisteina é formada a partir da desmetilagédo da
metionina através de reagdes que dependem da S-adeno-
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silmetionina. O seu metabolismo posterior é dependente de
varias vitaminas do complexo B. A homocisteina pode ser
convertida novamente a metionina, através de uma reacéao
que é catalisada na maioria dos tecidos por uma enzima
metionina sintase ubiqua (metiltetrahidrofolato homocisteina
metiltransferase), a qual requer metiltetrahidrofolato como
cossubstrato e metilcobalamina como cofator. Alternativa-
mente, quando ha um excesso de metionina, a homocisteina
excedente é direcionada para a via de transulfuracéo, a qual
converte a homocisteina em cisteina em uma reacao cata-
lisada por duas reagdes sequenciais dependentes da vita-
mina B6, sendo que a reacdo catalisada pela cistationina
B-sintase consiste na etapa limitante. As deficiéncias de
acido folico ou de vitamina B12 comprometem a remetilagéo
da homocisteina, resultando em um aumento da homo-
cisteina total plasmatica.

O acido metilmaldnico é derivado da hidrélise do
metilmalonil-CoA, que consiste em um intermediario meta-
boélico da conversao do acido propidnico a acido succinico.
Esta reacgéo hidrolitica é catalisada pela enzima metilmalonil-
CoAhidrolase. A converséo a succinil-CoA consiste em uma
via metabélica alternativa da metilmalonil-CoA, catalisada
pela enzima metilmalonil-CoA mutase, a qual requer
adenosilcobalamina como cofator. Assim, a deficiéncia de
vitamina B12 resulta em um aumento da concentracéao de
acido metilmaldnico no plasma e na urina, o qual consiste
em um marcador sensivel e especifico da deficiéncia desta
vitamina.?¥ O desenvolvimento de ensaios especificos para
a determinacéo do acido metilmaldnico na urina, soro e plas-
ma por meio de técnicas que possuem elevada sensibilida-
de e especificidade, como a cromatografia liquida ou gaso-
sa acoplada a espectrometria de massa, tem tornado o aci-
do metilmaldnico disponivel para o diagnéstico da deficién-
cia de vitamina B12 e para a sua diferenciacao da deficién-
cia de acido félico.

O acido metilmalénico € um marcador bastante espe-
cifico da deficiéncia de vitamina B12, ja que, além desta
condigéo, este se encontra elevado apenas na insuficiéncia
renal, hipovolemia e defeitos metaboélicos congénitos raros
que afetam a atividade da metilmalonil-CoA mutase.®) Por
outro lado, os niveis plasmaticos de homocisteina total po-
dem estar elevados na deficiéncia de vitamina B12 ou de
acido folico, e também na deficiéncia de piridoxina, insufici-
éncia renal, hipovolemia, hipotireoidismo e defeitos meta-
bélicos congénitos.?

Um nivel elevado de acido metilmal6nico é mais es-
pecifico para o diagnéstico da deficiéncia de vitamina B12
do que um nivel elevado de homocisteina, contudo, a deter-
minag¢do do acido metilmaldnico é cara, ndo esta ampla-
mente disponivel e é demorada. As deficiéncias tanto de
vitamina B12 quanto de acido félico podem resultar em um
aumento dos niveis de homocisteina. Assim, os niveis de
acido folico também devem ser avaliados nos pacientes com
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hiper-homocisteinemia isolada. Além disso, a deficiéncia de
acido folico pode causar uma falsa redugé@o nos niveis
plasmaticos de vitamina B12.?"

A insuficiéncia renal causa uma elevacéao nos niveis
plasmaticos de ambos os metabdlitos, embora esta ele-
vacao seja geralmente modesta quando comparada com
aquela causada pela deficiéncia de vitamina B12. A deter-
minacdo dos niveis de acido metilmalénico na urina
corrigida pela excrecao de creatinina pode ser uma alter-
nativa em relagdo a determinacgao do acido metilmaldnico
no plasma, principalmente nos pacientes com doenca re-
nal ou hipovolemia.?® Os niveis plasmaticos de acido
metilmalénico e de homocisteina total também aumentam
com a idade, embora isto possa ser causado por um au-
mento da prevaléncia de deficiéncia subclinica de vitami-
na nos pacientes idosos.®)

A determinacéo dos niveis plasmaticos de acido metil-
malbénico e de homocisteina total tem se mostrado mais sen-
sivel no diagnéstico da deficiéncia de vitamina B12 do que
a determinacgéo apenas dos niveis plasmaticos desta vita-
mina."? Além disso, estes metabdlitos consistem em marca-
dores mais precoces da deficiéncia de vitamina B12 nos
tecidos, estando elevados mesmo antes do surgimento de
manifestacdes hematolodgicas e da reducéo dos niveis plas-
maticos de vitamina B12.9

Nos pacientes com deficiéncia de vitamina B12 ou
de acido folico, os niveis dos metaboélitos tendem a nor-
malizar 7 a 14 dias apo6s o inicio da terapia de reposicao.
A reducédo dos niveis plasmaticos de acido metilmalénico
e de homocisteina total relacionada ao tratamento tem sido
considerada uma evidéncia de deficiéncia da vitamina.®"
Além disso, tem sido relatado que nos pacientes com de-
ficiéncia de acido félico que sé@o inadequadamente trata-
dos com vitamina B12, a homocisteina total plasmatica per-
manece elevada, e que os niveis aumentados de acido
metilmalénico e de homocisteina total na deficiéncia de vi-
tamina B12 retornam ao normal ap6s o tratamento com
vitamina B12, mas n@o com folato. Assim, a determinacéao
dos niveis dos metabdlitos antes e apos o inicio do trata-
mento tem sido proposta como um meio de distinguir a
deficiéncia de vitamina B12 da deficiéncia de acido félico
nos casos em que os niveis plasmaticos de ambas as vita-
minas estao reduzidos.®

Quando os niveis elevados de homocisteina total ou de
acido metilmalénico e a normalizacdo destes metabolitos
em resposta a terapia de reposicado séo utilizados como
um critério para o diagnéstico da deficiéncia de vitamina B12,
aproximadamente 50% destes pacientes apresentam niveis
plasmaticos de vitamina B12 acima de 200 pg/mL. Esta ob-
servacao sugere que a utilizagédo dos niveis plasmaticos re-
duzidos de vitamina B12 como um unico método de diag-
nostico pode levar ao subdiagnéstico de metade dos paci-
entes com deficiéncia tecidual de vitamina B12."
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CONSIDERAGOES FINAIS

As deficiéncias de vitamina B12 e de &cido félico con-
sistem nas principais causas de anemia megaloblastica,
sendo que a deficiéncia de vitamina B12 ainda estéa associ-
ada com o desenvolvimento de disturbios neurolégicos. O
diagnostico diferencial entre estas deficiéncias é muito im-
portante, ja que a administracdo de suplementos de acido
folico a pacientes com deficiéncia de vitamina B12 pode
corrigir as alteragcdées hematol6gicas megaloblasticas, mas
sem impedir a progresséo da doenca neurolégica.

As manifestacdes neurolégicas da deficiéncia de vi-
tamina B12 podem ocorrer mesmo na auséncia de sinto-
mas hematolégicos, de modo que é muito importante o di-
agnéstico da doenca subclinica, ja que as alteragdes neuro-
l6gicas podem frequentemente ser revertidas pelo diagnos-
tico precoce e tratamento adequado. O diagnéstico da defi-
ciéncia de vitamina B12 geralmente é baseado na determi-
nacao dos niveis plasmaticos desta vitamina. Todavia, cer-
ca de metade dos pacientes com doenga subclinica apre-
sentam niveis plasmaticos normais de vitamina B12.

A determinacéo do acido metilmaldnico plasmatico e
urinario e da homocisteina total plasmatica tem se mostra-
do mais sensivel para o diagnéstico da doenca subclinica,
ja que estes metabdlitos se encontram precocemente ele-
vados na deficiéncia de vitamina B12. Além disso, a deter-
minacgao destes metabdlitos possibilita a realizagéo do diag-
nostico diferencial das anemias megaloblasticas, ja que o
acido metilmalénico esta elevado apenas na deficiéncia de
vitamina B12, enquanto que a homocisteina esta elevada
na deficiéncia de ambas as vitaminas.

Assim, o emprego da determinagéo dos niveis do aci-
do metilmalénico e da homocisteina total parece contribuir
para um aumento no diagnéstico precoce da deficiéncia de
vitamina B12, principalmente nos pacientes com doenca
subclinica, além de facilitar a realizacdo do diagnéstico di-
ferencial entre as deficiéncias de vitamina B12 e de acido
folico e o acompanhamento da resposta destes pacientes
ao tratamento.

Para finalizar esta breve revisdo, cumpre mencionar a
abordagem de Carmel®? sobre a deficiéncia subclinica de
vitamina B12 encontrada em levantamentos epidemio-
légicos, cujo diagnostico s6 é possivel por meio de bio-
marcadores bioquimicos. Diante das dificuldades inerentes
aos métodos utilizados para mensurar estes biomarcadores,
selecdo de cutoffs, interpretacao de resultados e outras, re-
comenda-se uma leitura cuidadosa do trabalho citado aci-
ma buscando conhecer as limitagdes ainda existentes acer-
ca deste tema.

Abstract

The main causes of megaloblastic anemia are the deficiencies of vitamin
B12 and/or folic acid and it is very important the differential diagnosis
between these deficiencies, since the administration of folic acid to
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patients with vitamin B12 deficiency can correct the hematologic changes,
without preventing the progression of neurological disease. The
neurological manifestations of vitamin B12 deficiency can occur even
when plasma levels of this vitamin are within the reference values, so
that it is also very important the diagnosis of subclinical disease. The
determination of parameters associated with vitamin B12, such as
methylmalonic acid and homocysteine, have emerged as additional tools
to improve the diagnosis of subclinical disease, and has also facilitated
the realization of the differential diagnosis between vitamin B12 and
folic acid. Thus, the determination of these parameters is a tool with
great potential to improve the diagnosis of megaloblastic anemia in clinical
laboratories. Considering the limitations related to the determination and
interpretation of plasma levels of vitamin B12, the main objective of this
review is to alert the professionals who deal with this issue on the
importance of subclinical disease and the latest laboratory methods
potentially applicable for improving the diagnosis of this condition.
However, many gaps still exist regarding the proper approach and
confirmation of suspected cases of vitamin B12 deficiency and/or folic
acid, which undoubtedly will demand further study.

Keywords
Folic acid; Vitamin B12; Methylmalonic acid; Homocysteine;
Megaloblastic anemia.
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Relato de Caso/Case Report

Diagnéstico laboratorial do mieloma multiplo
Laboratory diagnosis of multiple myeloma

Bruna Teza Salvador’
Carine Muniz Ribeiro Franzon?

Resumo

O mieloma mdltiplo € uma neoplasia hematoldgica caracterizada pela proliferagdo monoclonal
de plasmécitos na medula 6ssea, cujas principais manifestagoes clinicas sdo a anemia, as
infecgcdes recorrentes, as lesdes ésseas e a insuficiéncia renal. Os critérios diagndsticos
utilizados séo: proteina monoclonal no soro e/ou na urina, presenca de mais de 10% de
plasmécitos clonais na medula 6ssea e complicagdes devido a algum dano em tecido ou
6rgao. O presente trabalho tem como objetivo relatar um estudo de caso sobre o diagnéstico
de mieloma multiplo, utilizando a investigagéao laboratorial e sua associagdo com as mani-
festacdes clinicas. Para isso, utilizou-se o prontuario de uma paciente diagnosticada com
mieloma multiplo, fornecido pela médica hematologista do caso. Trata-se de uma mulher de
47 anos que apresentava emagrecimento, anemia, presenga de proteina monoclonal no
soro e na urina, 60% de plasmdcitos na medula dssea, lesdes dssea e renal. Obteve-se o
diagnéstico de mieloma multiplo em estadio Il e anorexia nervosa. A importancia deste relato
de caso consiste em alertar principalmente os clinicos para um diagndstico precoce, para,
assim, evitar a evolugao e complicagdes dessa patologia.

Palavras-chave

Mieloma multiplo; Neoplasia; Diagnéstico laboratorial

INTRODUCAO

O mieloma multiplo € uma neoplasia caracterizada pela
expansao monoclonal de plasmécitos na medula 6ssea, os
quais secretam imunoglobulinas monoclonais ou uma ca-
deia leve denominada paraproteina.(

A etiologia é desconhecida, mas sabe-se que o esti-
mulo antigénico a infecgdes ou outras doengas cronicas,
bem como a exposicdo a radiagdes, benzeno e outros
solventes organicos, inseticidas e herbicidas, estdo asso-
ciados com o aumento da incidéncia dessa patologia.®?

Responsavel por 10%-15% das neoplasias hemato-
légicas, essa doenga ocorre em todas as racas e localiza-
¢bes geograficas, sendo mais frequente no sexo masculino
e naraca negra.V E raro antes dos 40 anos e mais de 70%
dos pacientes sao diagnosticados acima dos 60 anos. Em
idosos, corresponde a 10% das neoplasias hematologicas
e é responsavel por aproximadamente 1% da mortalidade
por cancer em geral. Até os dias de hoje é considerada uma
doenca incuravel, mesmo ap6s a introducdo de algumas
medidas terapéuticas que aumentam a taxa de remisséo e
a sobrevida.*®

A doenca possui um amplo espectro clinico, desde a
forma assintomatica até a forma agressiva e manifesta-
¢bdes devido a deposicdo de cadeias de imunoglobulinas
nos tecidos. A manifestagdo primaria do mieloma multiplo
pode ocorrer através dos plasmocitomas, os quais sao
tumores de células plasmaticas 6sseos (medulares) ou
extramedulares. Os primeiros costumam atingir o esque-
leto axial, principalmente a coluna toracica, e os segundos
sdo mais comumentemente encontrados na regido da ca-
beca e pescoco.®

Anemia grave, lesdes dsseas, insuficiéncia renal e in-
fecgBes recorrentes sdo as principais manifestagdes clini-
cas observadas nos pacientes com mieloma multiplo. Essa
sintomatologia surge em decorréncia da infiltragédo nos 6r-
gaos, principalmente nos ossos, dos plasmoécitos neopla-
sicos, da producao de imunoglobulinas em excesso e da
supressao da imunidade humoral normal.("

O presente trabalho tem como objetivo relatar um es-
tudo de caso sobre o diagnostico de mieloma multiplo, sua
investigacao laboratorial com as principais alteragdes que
levam ao diagnéstico conclusivo da doenca e sua associa-
¢éo com manifestacgdes clinicas.

"Farmacéutica-Bioquimica do Laboratério Edgar Rudi da Silva Mattos — Orleans, SC e pés-graduada em Hematologia e Hemoterapia Laboratorial —

Universidade do Sul de Santa Catarina — Unisul — Tubaréo - SC, Brasil.
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Especializagdo em Hematologia e Hemoterapia Laboratorial —Universidade do Sul de Santa Catarina — Unisul — Tubaréo - SC, Brasil.
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, da Universidade do Sul de Santa Catarina
(Unisul), conforme o protocolo nimero 11.664.4.03 lIl.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata de um relato de caso de uma paci-
ente com mieloma miiltiplo diagnosticada por uma médica
hematologista na regido sul de Santa Catarina.

Foram utilizados como instrumento de pesquisa os
exames laboratoriais, o prontuario clinico da paciente, for-
necido pela médica hematologista responsavel, levantamen-
to literario em biblioteca e em artigos cientificos obtidos em
banco de dados do SciELO.

Para a aquisicdo do prontuario, a médica hemato-
logista assinou o termo de autorizagao para uso de mesmo
e a justificativa para néo utilizacdo do termo de consenti-
mento livre e esclarecido em casos de pesquisa com pron-
tuarios, de acordo com as normas do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Sul de Santa Catarina (Unisul).

Através do prontuario, foram elucidados os sintomas
da paciente, os exames laboratoriais utilizados no diagnoés-
tico, assim como aqueles usados para o acompanhamento
da doenca. Ainda foram correlacionados esses dados com
a literatura.

Utilizou-se um modelo de pesquisa aplicada do tipo
exploratéria transversal e de abordagem qualitativa.

RELATO DO CASO

Mulher de 47 anos, residente na regido sul de Santa
Catarina, é atendida pelo Servico de Hematologia Clinica
no Hospital de Clinicas em Porto Alegre, Rio Grande do Sull,
com histéria de anemia desde a adolescéncia. Refere do-
res 6sseas em bragos e membros inferiores e emagreci-
mento, pesando 40 Kg.

ATabela 1 demonstra os principais resultados dos exa-
mes laboratoriais solicitados pela médica hematologista no
diagnéstico da doenca, em junho de 2006. A paciente foi
encaminhada a uma hematologista da regido sul de Santa
Catarina para dar continuidade ao tratamento. A Tabela tam-
bém demonstra os ultimos exames requisitados.

A biépsia de medula 6ssea apresentou uma celula-
ridade de 70% sendo composta predominantemente por
plasmécitos (60%), achado compativel com mieloma mul-
tiplo.

Além dos exames mencionados acima, a paciente
apresentou os testes de Coombs Direto e Indireto negati-
vos, hormdnios tireoidianos, eletroforese de hemoglobina,
ferro e ferritina normais.

A radiografia evidenciou lesdes liticas ao longo da
medula 6ssea dos bracos e fémur direito e esquerdo. A
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Tabela 1 - Exames requisitados

Exames Junho/2006 Margo/2010
Hemoglobina (g/dL) 6,9 13,0
Hematocrito (%) 20,1 411
VCM (fL) 91,8 94,3
HCM (pg) 31,5 29,8
RDW (%) 13,4 15,1
Leucocitos (/mm3) 7.100 6.580
Neutréfilos (%) 69 46
Linfécitos (%) 20 40
Plaquetas (/mm3) 251.000 110.000
VHS (mmHg - 12 hora) 110 16
Imunoglobulina 1IgG (mg/dL) 3.159 1.450
Imunoglobulina IgM (mg/dL) 54 75
Imunoglobulina IgA (mg/dL) 31 42
Proteinas totais (g/dL) 10,99 6,5
Gamaglobulinas (g/dL) 5,51 1,37
Beta-2-microglobulina (mg/L) 4,49 2,5
Imunofixagdo sérica I9G - lambda Sem alteragéao
Imunofixagdo urinaria 19G - lambda Lambda
Creatinina (mg/dL) 1.1 4,5
Ureia (mg/dL) 43 97
Proteindria (mg/24horas) 4.790 245
Albumina sérica (g/dL) 3,79 4,5

Fonte: Dados da pesquisa, 2011

densitometria 6ssea mostrou perda de densidade mineral
6ssea em fémur direito e coluna vertebral, sugerindo
osteopenia.

A paciente foi diagnosticada como portadora de
meloma multiplo tipo cadeia leve lambda, em estadio Il e
anorexia nervosa. Desde o diagnéstico, a paciente realizou
ciclos de quimioterapia. Dois anos ap6s o diagnéstico, a
mesma realizou transplante de medula 6ssea, atingindo res-
posta quase completa, com uma hemoglobina de 13 g/dL,
e com apenas imunofixagao urinaria positiva. O transplante
foi alogénico aparentado, tendo como doador um irméo. No
decorrer da doencga ocorreu insuficiéncia renal crénica e,
no momento, a paciente realiza hemodialise, verificando-se
a possibilidade de um transplante renal.

DISCUSSAO

O Quadro 1 demonstra os critérios utilizados para
diagnéstico de mieloma multiplo assintomatico e sintomati-
co de acordo com a classificagéo descrita na 4° edigéo do
livro Classificacdo de Tumores dos Tecidos Hematolégicos
e Linfoides, da Organizacdo Mundial da Saude.®

A paciente em questéo apresentava todos os critérios
descritos pela Organizacao Mundial da Saude para o diag-
nostico de mieloma multiplo. Evidenciou-se proteina
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monoclonal no soro e na urina do tipo IgG-lambda, presen-
¢a de 60% de plasmoécitos em medula éssea, além de ma-
nifestacdes clinicas como anemia, lesdes liticas em fémur e
bracos e insuficiéncia renal. Apresentava desde a adoles-
céncia uma anemia normocitica e normocrdémica. Este tipo
de anemia é a manifestacgéo clinica presente em aproxima-
damente 70% dos pacientes com mieloma multiplo, origi-
nada devido a infiltragdo neoplasica de plasmoécitos na
medula 6ssea ou ao efeito mielossupressor e nefrotoxico
das drogas utilizadas no tratamento. No entanto, o principal
mecanismo patofisiolégico responsavel pela anemia no
mieloma multiplo é a condicdo denominada anemia de do-
enca cronica, que se caracteriza pelo surgimento de ane-
mia em pacientes que apresentam doenca infecciosa cro-
nica, inflamatéria ou neoplasica.”

Quadro 1 - Critérios diagnésticos para mieloma multiplo

Sintomatico
1. Fracédo proteica monoclonal presente, sérica e/ou urinaria

2. Plasmécitos clonais presentes na medula éssea e/ou em
plasmocitoma (acima de 10%).

3. Comprometimento relacionado a algum tecido ou érgédo
(hipercalcemia, insuficiéncia renal, anemia, lesdes dsseas)

Assintomatico
1. Fragao proteica monoclonal (IgM acima de 30 g/L), e ou
2. Minimo de 10% de plasmécitos clonais na medula 6ssea.
3. Nenhum comprometimento tecidual relacionado ao mieloma

4. Auséncia de critérios para gamopatia monoclonal de significado
indeterminado, mieloma multiplo sintomatico ou plasmocitoma
solitario de osso ou extramedular

A eletroforese de proteinas em gel de agarose é utili-
zada para detectar a proteina monoclonal, e aimunofixacdo
permite caracterizar as cadeias pesada e leve da imuno-
globulina.® Os exames citados demonstraram uma eletro-
forese de proteinas com aumento nas proteinas totais com
pico monoclonal nas gamaglobulinas (Figuras 1 e 2), além
da presenca de uma proteina monoclonal composta por
cadeia pesada do tipo IgG e cadeia leve do tipo lambda,
demonstrada pela imunofixagéo sérica e urinaria (Figura 3).

A cadeia leve monoclonal (kappa ou lambda) da
imunoglobulina, chamada de proteina de Bence Jones, apre-
senta um baixo peso molecular, sendo excretada pela urina.
Sua deposigéo nos tubulos renais leva ao desenvolvimento
da insuficiéncia renal crénica.® Esse achado clinico é muito
frequente em pacientes com mieloma multiplo, sendo de-
monstrado, pelo caso citado, onde houve um aumento con-
sideravel e persistente na creatinina e na ureia. A paciente
cursou com insuficiéncia renal crénica, o que a levou a rea-
lizar hemodialise, havendo a necessidade de um transplan-
te renal. O fato de a paciente possuir mieloma multiplo ndo
aimpede de realizar o transplante renal caso sua equipe de
nefrologia julgue a indicacédo adequada.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose. A: perfil normal. B: mieloma
mdltiplo.
Fonte: Bottini®
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do paciente com mieloma
mdltiplo.
Fonte: Bottini®
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Figura 3. Imunofixagdo sérica de paciente portador de mieloma mdltiplo
tipo IgG-lambda
Fonte: Bottini®
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As lesdes 6sseas frequentes no mieloma muiltiplo séo
decorrentes da secrecdo de citoquinas pelas células
plasmocitarias ou pelas células estromais da medula 6s-
sea, as quais ativam a atividade osteoclastica sem uma
compensacéao proporcional na acdo dos osteoblastos, le-
vando a um aumento na reabsorgao 6ssea.'” No presente
caso, a paciente referia dores em bragos e fémur, justificada
pela presenca de lesdes liticas nesses membros e osteo-
penia demonstradas pela radiografia e densitometria 6s-
sea, respectivamente.

Cabe salientar que 15% a 30% dos pacientes com
mieloma multiplo podem apresentar manifestagdes
hemorragicas que variam de acordo com o tipo desta
neoplasia (15% para IgG). Uma das causas responsa-
veis por esses sangramentos é a plaquetopenia secun-
daria a infiliragdo medular ou ao tratamento realizado;®
Como se pdde observar, ao longo da doencga, a paciente
cursou com queda nas plaquetas. No prontuario néo ha-
via nenhum relato de sangramento, o que pode ser expli-
cado pelo nimero de plaquetas nao ter reduzido a ponto
de provocar processos hemorragicos. Deste modo, pa-
cientes com mieloma maultiplo também devem ser
monitorados quanto a hemostasia.

A velocidade de hemossedimentacao e beta-2-micro-
globulina estdo geralmente muito aumentados no mieloma
multiplo e sdo marcadores importantes no acompanhamen-
to do curso clinico da doenca. No caso citado, os valores
estavam muito elevados, mostrando uma atividade inflama-
téria e neoplasica intensa.

O aumento da concentragao plasmatica de proteinas
reflete em uma alteracdo na velocidade de hemossedi-
mentacdo. A sedimentacdo depende da agregacao das
hemacias. Devido a suas cargas negativas, elas tendem a
se repelir, porém a presenca de outras moléculas carrega-
das positivamente pode neutralizar a repulsdo e permitir a
formacao do rouleaux, o qual consiste em uma agregacéao
eritrocitaria. Observou-se que, nos hemogramas encontra-
dos no prontuario da paciente, ndo houve relato de rouleaux.
Dentre as proteinas plasmaticas, a que tem maior efeito
agregante é o fibrinogénio, seguido das globulinas e da
albumina.(" Nesse caso, a paciente apresentou uma eleva-
cdo nas proteinas totais, a custa da gamaglubulina do tipo
IgG, o que resultou em um aumento na velocidade de
hemossedimentacéao e que s6 retornou a valores préoximos
dos normais apés o transplante de medula éssea, acompa-
nhado de uma redugdo na gamaglubulina e consequen-
temente nas proteinas totais.

A beta-2-microglobulina é uma proteina de baixo peso
molecular encontrada em todas as células nucleadas. Seus
valores encontram-se aumentados quando ocorre uma in-
tensa proliferacao celular. tratando-se, portanto, de um im-
portante marcador tumoral. No mieloma multiplo, devido a
intensa proliferacao neoplasica dos plasmécitos na medula
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6ssea, ocorre um aumento significativo de beta-2-micro-
globulina.® Além disso, é utilizada para determinar o esta-
diamento dessa patologia e estabelecer o prognéstico do
paciente, sendo que quanto mais elevado pior o prognésti-
co0.® Como mostraram os exames, os niveis de beta-2-
microglobulina da paciente apresentavam-se elevados até
a realizacdo do transplante de medula 6ssea.

O Quadro 2 mostra o estadiamento do mieloma multi-
plo de acordo com o Sistema Internacional de Estadiamento
(ISS) descrito na 4° edigcéo do livro Classificagdo de tumo-
res dos tecidos hematolégicos e linfoides, da Organizacao
Mundial da Saude.®

Quadro 2 - Sistema Internacional de Estadiamento (ISS)
Estadio |

beta-2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L
Albumina > 3,5 g/dL

Estadio Il Nem | nem Ill

Estadio Il beta-2-microglobulina sérica > 5,5mg/L

Existem duas categorias para o estagio Il:
beta-2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L, mas albumina sérica
<3,5g/dL

beta-2-microglobulina sérica 3,5 mg/La 5,5 mg/L, i i
independentemente dos niveis séricos

Ao diagnéstico, a paciente apresentou uma beta-2-
microglobulina de 4,49 mg/L, o que a enquadrou no estadio
Il do Sistema Internacional de Estadiamento, mostrando um
estadio clinico avangado ao diagnéstico, com importante
repercussao em sua sobrevida.

O transplante de medula 6ssea foi muito eficaz, atin-
gindo uma resposta quase completa, apenas com uma
imunofixagdo urinaria positiva. A paciente realizou um trans-
plante alogénico aparentado, tendo como doador seu irméo.
Este tipo de transplante ndo é muito utilizado devido ao limi-
tado nimero de doadores compativeis, a pequena fracao
de pacientes que alcangam a cura e ao baixo indice de
sobrevida global, que fica em torno de cinco anos, além de
ndo ser recomendado para pacientes com idade avanca-
da, pelo alto risco de morbidade e mortalidade.('?

Por ser uma pessoa jovem e apresentar umirméo com-
pativel, justificou-se a realizagcéo do transplante alogénico
aparentado neste caso. O transplante em que o doador é
irmao mostrou-se o mais indicado, com até 15 anos de
sobrevida.(?

Apos o diagnéstico de mieloma multiplo, passaram-
se dois anos até arealizagéo do transplante de medula 6s-
sea. Durante o curso da doenca, as proteinas de baixo peso
molecular do tipo /lambda, evidenciadas pela imunofixagcao
sérica e urinaria, podem ter se depositado nos glomérulos
e tubulos renais, levando ao desenvolvimento da insuficién-
cia renal crénica.

A insuficiéncia renal esta presente em 20% a 35% dos
pacientes com mieloma multiplo ao diagnoéstico e esse nu-
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mero pode subir até 50%, considerando toda a evolugédo da
doenca. O dano tubular é o mais comum, gerando obstru-
¢ao local e insuficiéncia renal progressiva. Este dano é in-
tensificado por varios fatores presentes na fisiopatologia do
mieloma multiplo, como hipercalcemia, desidratacéo e uso
de drogas nefrotoxicas."

A excrecdo de cadeias leves causa o dano tubular,
gerando uma nefropatia obstrutiva conhecida como "rim do
mieloma", caracterizado por atrofia tubular renal, formacéao
de cilindros eosinofilicos no tubulo distal e inflamagéo com
fibrose intersticial. Nestes casos, pode-se detectar na urina
a proteina de Tamm-Horsfall, que é sintetizada pelas células
tubulares distais. Em contrapartida, pode ocorrer depésito
de cadeia leve nos glomérulos renais, a qual frequentemen-
te se manifesta como uma sindrome nefrética com rapida
evolugdo para insuficiéncia renal. Por fim, o dano renal pode
também ocorrer devido a hipercalcemia relacionada a
hipercalciuria, que acarreta um aumento na diurese por
osmose e, consequentemente, deplecéo volémica e insufi-
ciéncia renal pré-renal.'®¥ No entanto, ndo foram encontra-
dos no prontuario da paciente exames que demonstrassem
hipercalcemia.

Devido ao grande nimero de pacientes com mieloma
multiplo que cursam com insuficiéncia renal, é de grande
importancia um diagnéstico precoce, um tratamento ade-
quado e um monitoramento da funcéo renal.

Quando ocorre uma leséo renal, a creatinina eleva-se
mais lentamente que a ureia. A concentragéo de creatinina
somente torna-se anormal quando aproximadamente meta-
de ou mais de néfrons tenham sido comprometidos. Apesar
de a ureia ser mais sensivel, a vantagem em se dosar a
creatinina é a sua maior especificidade, ja que a ureia sofre
grande influéncia da dieta."

A proteinuria de 24 horas determina a quantidade exata
de proteina excretada na urina em um periodo de 24 horas
e determina a presenca e grau da lesdo renal, uma vez que
as proteinas de alto peso molecular, como a albumina, nédo
passam pelos glomérulos renais saudaveis.'*

CONCLUSAO

Grande parte dos pacientes diagnosticados com
mieloma multiplo apresenta insuficiéncia renal ao diagnés-
tico ou com a evolucédo da doencga, e a maioria deles encon-
tra-se em estadio clinico avangado ao confirmar esta pato-
logia. Aelaboragéo de projetos de educacgéo continuada aos
profissionais de salde, discutindo as manifestacdes clini-
cas e os exames laboratoriais utilizados no diagnéstico,
poderia contribuir de maneira significativa para a redugao
das complicagdes observadas no mieloma multiplo, além
de diminuir a progressao da doenca, garantindo, assim, uma
melhor sobrevida aos pacientes. Estes estudos devem ser
direcionados principalmente para a populagéo médica que
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atua na Atencao Primaria do Sistema Unico de Satde do
Brasil, auxiliando no diagnéstico precoce e garantindo um
encaminhamento adequando aos pacientes com mieloma
multiplo.
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Abstract

Plasma cell myeloma is a hematologic malignancy characterized for
monoclonal proliferation of plasma cells in the bone marrow, which the
mainly clinical manifestations are anemia, recurrent infections, bone
lesions and renal failure. The diagnostic criteria used are: monoclonal
protein in the serum and/or urine, presence of more than 10% of clonal
plasma cells in the bone marrow and complications because of any
damage on the tissue or organ. The present work has the aim of report
a case report about the diagnosis of plasma cell myeloma, using the
laboratorial investigation and its association with the clinical
manifestations. For this, it was used the medical records of a patient
diagnosed with plasma cell myeloma, provided by the hematologist doctor
of the case. It is about a 47 years-old woman to demonstrate weight
loss, anemia and presence of monoclonal protein in the serum and uri-
ne, 60% of plasma cells in the bone marrow, bone and renal lesions.
The diagnosis was plasma cell myeloma at stage Il and nervous anorexia.
The importance of this case report is to alert physician for the early
diagnosis, thus avoid the progress and complications of this disease.

Keywords
Multiple myeloma; Neoplasm; Laboratorial diagnosis
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ciso e claro, pondo em relevo, de forma precisa, os fatos de maior importan-
cia encontrados e as conclusdes obtidas. Devera ser elaborado ainda de
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MATERIAL E METODOS: Deverao ser apresentados de forma breve, po-
rém suficiente para possibilitar a reproducao e replicagao do trabalho. Nesta
secdo, deverdo ser informados o desenho experimental e o material envolvi-
do, bem como devera ser feita a descricdo dos métodos utilizados. Métodos
ja publicados, a menos que tenham sido extensamente modificados, deve-
rao ser referidos apenas por citagdo. Fontes de reagentes e equipamentos
(empresa, cidade, estado e pais) deverdo ser mencionados. Nomes que sao
marcas registradas deverao ser também, claramente, indicados. Para me-
lhor leitura e compreensao, subtitulos poderdo ser estabelecidos.

ETICA: Nesta secdo, devera ser declarado, textualmente, o cumprimen-
to da legislagao, quando estudos com seres humanos ou animais forem
procedidos. Devera ser mencionado também a aprovagao do Comité de
Etica correspondente da instituigdo a qual pertencem os autores responsa-
veis pelos experimentos, inclusive, informando, claramente, o numero do
parecer. O Corpo Editorial da Revista podera recusar artigos que nao cum-
pram rigorosamente os preceitos éticos da pesquisa.

RESULTADOS: Deverao ser apresentados em sequéncia légica e com
o minimo possivel de discussdo ou interpretagdo pessoal e acompanha-
dos de graficos, tabelas, quadros e ilustragdes. Os dados constantes nes-
ses elementos graficos, no entanto, ndo deverdo ser repetidos integral-
mente no texto, evitando-se, desse modo, superposi¢ées. Apenas as infor-
magdes mais relevantes deverdo ser transcritas e enfatizadas.

DISCUSSAO: Devera ficar restrita ao significado dos dados obtidos e
resultados alcancados, procurando, sempre que possivel, uma correlagao
com a literatura da area. Nao devera ser incluida uma revisdo geral sobre o
assunto. A repeti¢cdo de resultados ou informagées ja apresentadas em
outras segdes, bem como especulagdes que nao encontram justificativa
para os dados obtidos deverao ser evitadas.

CONCLUSOES: Deverido ser concisas, fundamentadas nos resultados
e na discussao, contendo dedugées légicas e correspondentes aos objeti-
vos propostos. Em alguns casos, podera ser incluida no item discusséo,
nado havendo necessidade de repeti-la em item a parte.

CONFLITOS DE INTERESSE: Devera ser informada, de maneira explici-
ta, por todos os autores, a existéncia ou ndo de conflitos de interesse que
podem derivar do trabalho. Nao havendo conflitos de interesse, devera ser
escrito "Nao ha conflitos de interesse”.

SUPORTE FINANCEIRO: Deverao ser informados todos os tipos de apoio,
fomento ou financiamento obtidos para a realizagdo do projeto de pesquisa.

AGRADECIMENTOS: Deverao ser curtos, concisos e restritos aquelas
pessoas e/ou instituicdes que colaboraram com auxilio técnico e/ou recur-
sos. No caso de 6rgaos de fomento, ndo deverdo ser utilizadas siglas.

TABELAS: O titulo devera ser breve e descritivo, apresentando de maneira
precisa seu contetido e o contexto (ou amostra) a partir do qual a informagao foi
obtida. Devera estar ainda inserido na parte superior da ilustracao e ser
precedido pela palavra "Tabela", seguida por um nimero identificador em
algarismos arabicos. A numeragédo das tabelas devera ser feita consecutiva-
mente, a partir da ordem de citagdo no texto. Serdo permitidas notas explicativas
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de rodapé (legendas), indicadas por asteriscos e dispostas ao final da tabela.
Para notas de rodapé, devera ser utilizado algarismos romanos. As tabelas
deverao ser elaboradas com linhas horizontais de separagdo no cabegalho e
em sua parte inferior e sem linhas verticais. Nao deverao ser utilizadas também
linhas horizontais internas. Os dados das tabelas deverao ser digitados em
tamanho 10 e com minusculas, excetuando-se as letras do inicio das palavras
e as siglas. Nas tabelas, devera ser empregado espagamento entrelinhas
1,5, sem qualquer forma de tabulagdo ou recuos de paragrafos. O
comprimento da tabela ndo devera exceder 55 linhas, incluindo titulo, e
apresentar largura maxima de 17cm. Os dados apresentados em tabelas
ndo deverdo ser repetidos em graficos. As tabelas deverdo ser compostas
em programa Word ou MS-Excell e enviadas em arquivo separado. Devera
ser evitado um numero excessivo de tabelas.

FIGURAS: Todas as ilustragdes que ndo se enquadram no conceito de
tabela sdo consideradas figuras, portanto: quadros, graficos, desenhos,
imagens e fotografias. Deverao ter um titulo breve e descritivo, disposto em
sua parte inferior. Deverdao ainda ser numeradas com algarismos arabicos,
consecutivamente, na ordem de aparecimento no texto e citadas como
figuras. As figuras deverao ter boa resolugdo (minimo de 300 dpi), ser
gravadas em formato ".jpg" ou "tif" € medir no minimo 12 x 17cm e no maximo
20 x 25cm. As escalas deverdo ser indicadas por uma linha ou barra na
figura e referenciadas, se necessario, na legenda. Os graficos deverdo ser
preparados nos programas Microsoft Word ou MS-Excell em formato ".doc",
".docx" ou ".xIs" e ndo como imagem. Imagens produzidas em software
estatistico devem ser convertidas para formato MS-Excell, caso nédo seja
possivel converter para formato ".tif". llustragdes coloridas somente poderao
ser aceitas se os autores assumirem os custos. Os dados apresentados
nas figuras ndo deverao repetir aqueles ja descritos nas tabelas. Os locais
aproximados onde as ilustragées serdo colocadas deverdao ser
determinados no texto. As figuras deverdo ser enviadas em arquivos
separados. Nao deverdo ser enviados um numero excessivo de figuras.

REFERENCIAS: As referéncias, em todas as categorias de trabalho ci-
entifico, deverdo ser normalizadas de acordo com o estilo Vancouver publi-
cado em Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals [Normas para Uniformizagdo de Manuscritos Submetidos as Re-
vistas Biomédica] pelo International Committee of Medical Journal Editors
[ICMJE] (http://mwww.icmje.org) e que pode ser consultado em www.scielo.br/
pdf/rcbc/v35n6/v35n6a14.pdf (Versdo em Portugués) ou em www.icmje.org/
urm_full.pdf (Versdo em Inglés). A abreviagdo dos titulos dos periédicos
devera seguir o recomendado em List of Journals Indexed in Index
Medicus [National Library For Medicine] (http://www.nlm.gov/tsd/serials/
lji.html) ou no Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saude [Biblio-
teca Virtual em Saude] (http://portal.revistas.bvs.br/index.php?lang=pt). Su-
gere-se incluir aquelas referéncias estritamente pertinentes a problemati-
ca abordada e evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa
mesma citagdo. A lista das referéncias devera ser numerada de acordo
com a ordem em que os autores foram citados no texto e ndao em ordem
alfabética. Deverao ser listados somente os trabalhos consultados e cita-
dos no texto. Citagdes de "resumo”, "dados nao publicados”, "comunica-
¢Oes pessoais" ou "no prelo” poderdao ser adequadamente mencionados
no texto, mas nao serdo aceitos como referéncias bibliograficas. A exatidao
das referéncias sera de responsabilidade exclusiva dos autores.

As citagdes e mengdes no texto de informagdes colhidas em outras fon-
tes, bem como as referéncias bibliograficas deverdo seguir o exposto abaixo:

TEXTO: Devera ser utilizado em todo o manuscrito o Sistema de Chama-
da Numérico. Neste sistema, as citagdes dos documentos deverdo ter nu-
meragdo Unica e consecutiva, indicada pelo numero da referéncia em expo-
ente e entre parénteses. Os autores serdo numerados por ordem de sua
citagdo no texto, independentemente da ordem alfabética. As referéncias cita-
das em legendas de tabelas e figuras deverdo manter a sequéncia com as
referéncias citadas no texto. O mesmo trabalho mencionado mais de uma
vez devera manter, sempre que aparecer, o primeiro nimero a ele atribuido.

Observagoes Gerais:

« Quando houver dois autores, devera ser utilizada a particula “e” entre
os sobrenomes;

* Quando houver 3 ou mais autores, devera ser indicado apenas o
primeiro sobrenome seguido da expressao latina "et al.";

* Quando uma entidade, corporacéo, editores ou projetos editoriais
assumirem a responsabilidade integral pelo documento deverdo ser indi-
cados/ tratados como autores;

* Nomes contendo mais de um sobrenome devera ser indicado o ulti-
mo sobrenome, sem particulas de ligagdo como “de” ou “da”;

« Sobrenomes duplos, com hifens ou apostrofos ou que formem uma
expressao deverdo ser indicados em seu conjunto;

« Termos relacionados a graus de parentesco (filho, junior, neto, sobri-
nho), deverdo ser indicados ap6s os sobrenomes e por extenso.

Alguns exemplos de citagdes:

« Um/dois autores: No mesmo ano, Nishimura e Miyaji*® mudaram a deno-
minagao do fungo para Hortaea werneckii, em homenagem a Parreiras Horta.
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« Mais de dois autores: Giannopoulos et al.®? também observaram maior
prevaléncia de NIC 1 em mulheres na faixa etaria de 20 a 30 anos enquanto
NIC 3 foi mais frequente em mulheres com mais de 50 anos.

« Autores corporativos: De acordo com a Sociedade Brasileira de Dia-
betes,!'” os sinais e sintomas de hiperglicemia incluem: polidipsia, politria,
perda de peso, fome exagerada, visdo embagada, infec¢gbes repetidas na
pele e mucosas, dificuldade na cicatrizagdo de ferimentos, fadiga e dores
nas pernas (ma circulagao).

« Editores/ Projetos editoriais: Conforme o Dicionario de Especialida-
des Farmacéuticas,® a meia-vida inicial da anfotericina B é de 24-48 horas
e sua meia-vida terminal é de 15 dias.

« Sem indicagao de home de autor: O diagnéstico de hipertireoidismo, por
sua vez, € dado a partir de resultados baixos de T4 livre e elevados de TSH.(™

AUTORES: Os autores deverdo ser referenciados por seu sobrenome,
tendo apenas a primeira letra em maiuscula, seguido do(s) nome(s) abre-
viado(s) e sem virgulas e pontos. Todos os autores deverdo ser referen-
ciados e separados por virgulas (0 mesmo é valido para livros), apesar do
estilo Vancouver recomendar que apenas sejam indicados os 6 primeiros
autores, quando o numero de autores for maior. Deverdo ser dados espa-
¢os apos as virgulas.

Observagoes Gerais:

* Quando o documento consultado possuir apenas editores ou compila-
dores, esta condigdo devera ser indicada logo ap6s os nomes dos autores;

* Quando a autoria do documento for de uma organizagao, a referéncia
devera ser iniciada diretamente pelo nome da entidade. Se houver mais de uma
entidade com subordinagdo entre elas, estas deverdo entrar em ordem decres-
cente de hierarquia e serem separadas por pontos. Se as entidades néo apre-
sentarem subordinagado, estas deverdo ser separadas por ponto e virgula;

* Quando o documento consultado ndo possuir autoria, a referéncia
devera ser iniciada por seu titulo;

* Quando o documento consultado for tese, dissertagdo ou monografia
devera ser empregada a seguinte correspondéncia entre tipo e grau: tese:
doutorado, tese: livre-docéncia, tese: PhD, dissertagdo: mestrado, mono-
grafia: especializagdo, monografia: graduagao;

* Quando o documento consultado for de natureza juridica (Constituigao
Federal ou Estadual, Emenda Constitucional, Medida Provisoria, Leis, Decre-
tos, Portarias, Resolugées e Cddigos), deverdo ser seguidos os padrées de
autoria/ emissdo recomendados pela NBR 6023 da Associagdo Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT, 2002), com a apresentagao grafica adaptada ao
estilo de Vancouver.

» Toda informagao adicionada a referéncia que for encontrada em algu-
ma fonte que ndo o documento consultado ou informagdo complementar a
referéncia como suporte do documento ou tradugdo de alguma expressao
deve ser adicionada entre [colchetes].

TiTULO DE ARTIGOS/ DOCUMENTOS: Os titulos dos artigos/ documentos
consultados deverao ser referenciados em letras minusculas, no entanto, a
primeira palavra devera ser iniciada por letra maiuscula. O texto do titulo nao
devera vir nem em negrito e nem em italico e devera ser finalizado por ponto.

TiTULO DE PERIODICOS/ REVISTAS E ANO: Os titulos de periodicos/
revistas consultados deverao ser referenciados abreviados e finalizados
com ponto. Importante considerar que todos os pontos da abreviatura do
titulo deverao ser eliminados, com excegédo do ultimo, empregado para
separar o titulo do ano. Um espago devera ser dado entre o ponto colocado
ao final do titulo e o ano. A separagdo entre ano e volume devera ser feita
com a utilizagdo de ponto e virgula.

MES, VOLUME, NUMERO E PAGINAS: O estilo Vancouver recomenda que
os meses sejam referenciados em inglés e de forma abreviada, indepen-
dente da lingua do texto: Jan, Feb, Mar, Apr, May, Jun, Jul, Aug, Sep, Oct, Nov,
Dec. No entanto, a RBAC aceita a abreviagdo em portugués daqueles ma-
nuscritos nesse idioma. Quando o periédico apresentar paginagado continua
ao longo de um volume, o més e o nimero poderdo ser omitidos. Ano, volu-
me, numero e paginas deverdo ser escritos sem qualquer espago entre eles.
Quando as paginas do artigo consultado exibirem nimeros coincidentes,
deverdo ser eliminados os numeros iguais (445-449, utilizar: 445-9).

EDIGAO E LOCAL DE PUBLICAGAO: As edigées de documentos consul-
tados deverdo ser referenciadas apos o titulo, em algarismos arabicos,
seguidas de ponto e da palavra "edigdo" no idioma que figura na publicagédo
original e de forma abreviada. Quando for a primeira edi¢do, essa ndo deve-
ra ser indicada. Quando houver a definicdo do local de publicagao, este
devera ser indicado em seguida a edigéo.

PARAGRAFOS: Quando a referéncia ocupar mais de uma linha, esta
devera ser reiniciada na primeira posi¢ao na linha inferior, sem recuos.

Alguns exemplos de referéncias:

Periédicos:

« Um Autor: Marques SA. Paracoccidioidomycosis. Clin Dermatol. 2012
Nov;30(6):610-5.

« Mais de um autor: Lee MY, Telisinghe PU, Ramasamy R. Cervical
cancer in Brunei Darussalam. Singapore Med J. 2012 Sep;53(9):604-7.

« Até seis autores: Okita Y, Narita Y, Miyakita Y, Ohno M, Nagai S, Shibui
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S. Management of cytomegalovirus infection in a patient with malignant glioma
treated with temozolomide and steroids. Intern Med. 2012;51(20):2967-71.

« Mais de seis autores: Espinel-Ingroff A, Aller Al, Canton E, Castafnon-
Olivares LR, Chowdhary A, Cordoba S, et al. Cryptococcus neoformans-
Cryptococcus gattii Species Complex: an International Study of Wild-Type
Susceptibility Endpoint Distributions and Epidemiological Cutoff Values for
Fluconazole, ltraconazole, Posaconazole, and Voriconazole. Antimicrob
Agents Chemother. 2012 Nov;56(11):5898-906.

» Autores pessoais e corporativos: Darragh TM, Colgan TJ, Cox JT, Heller
DS, Henry MR, Luff RD, et al; Members of LAST Project Work Groups. The
Lower Anogenital Squamous Terminology Standardization Project for HPV-
Associated Lesions: background and consensus recommendations from the
College of American Pathologists and the American Society for Colposcopy
and Cervical Pathology. J Low Genit Tract Dis. 2012;16(3):205-42.

* Volume com suplemento: Maljaars J, Peters HP, Masclee AM. The
gastrointestinal tract: neuroendocrine regulation of satiety and food intake.
Aliment Pharmacol Ther. 2007 Dec;26 Suppl 2:241-50.

* Numero com suplemento: Komrokji RS, Verstovsek S, Padron E, List
AF. Advances in the management of myelofibrosis. Cancer Control. 2012;
19(4 Suppl):4-15.

« Editorial com indicacao de autoria: Tamaoki J, Saito H. Diagnosis,
evaluation and monitoring of asthma [editorial]. Allergol Int. 2012;61(3):351-2.

« Editorial sem indicacao de titulo: Bartels PD. Editorial. Ugeskr Laeger.
2012;174(42):2518.

« Artigo/ Editorial sem indicacao de autoria: Improved and Emerging
Gel-free Separation and Detection Methods for Proteomics [editorial].
Proteomics. 2012;12(19-20):2902-3.

« Carta ao editor: Dettenkofer M, Conrad A. Hand hygiene prevents
MRSA transmission [letter]. Dtsch Arztebl Int. 2010;107(8):139.

« Artigo com DOI: Newman TB, Pletcher MJ, Hulley SB. Overly aggressive
new guidelines for lipid screening in children: evidence of a broken process.
Pediatrics. 2012 Aug;130(2):349-52. doi: 10.1542/peds.2012-0481.

« Autor corporativo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Multistate outbreak of fungal infection associated with injection of
methylprednisolone acetate solution from a single compounding pharmacy
- United States, 2012. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2012 Oct 19;61:839-42.

Livros:

+ Um autor/ mais de um autor: Stockham SL, Scott MA. Fundamentos da
Patologia Clinica Veterinaria. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2011.

« Autor de obra e de capitulo: Rey L. Bases da parasitologia médica. 2.
Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2002.

« Capitulo: Rodrigues RMMS, Nogueira MD. Fiscalizagao de alimentos
por andlise microscoépica. In: Almeida-Muradian LB, Camargo Penteado MV.
Vigilancia Sanitaria: tépicos sobre legislacdo e analise de alimentos. Rio
de Janeiro: Guanabara-Koogan; 2007. p. 72-80.

* Reponsabilidade intelectual destacada: Diniz D, Sugai A. Guilhem D.
Squinca F, organizadores. Etica em pesquisa: temas globais. Brasilia: Edi-
tora UNB; 2008.

Teses, Dissertacoes e Monografias:

« Autor e indicagao de grau: Maranhao FCA. Analise da expressao génica
no dermatéfito Trichophyton rubrum mimetizando a infecgao in vitro: pH e
diferentes fontes de carbono regulando genes. Sao Paulo. Tese [Doutorado
em Genética] — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP; 2008.

Eventos Cientificos:

» Anais com indicagao de titulo: Anais do 5° Congresso Brasileiro de
Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Brasileira de
Micologia; 2007.

» Anais com indicagao de autoria, trabalho e titulo: Neufeld PM, Melhem
M, Szescs MW, Santos LH, Dornelas-Ribeiro M, Maia S, et al. Espécies de
Candida isoladas de pacientes leucémicos. In: Anais do 5. Congresso Bra-
sileiro de Micologia; 2007 nov. 12-16; Recife, Brasil. Recife: Sociedade Bra-
sileira de Micologia; 2007. p. 314.

Orgaos/ Instituigdes:

« Um autor corporativo: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Manual de diagnéstico e tratamento de doengas falciformes.
Brasilia: Ministério da Saude; 2002.

« Mais de um autor corporativo: Fundagao Oswaldo Cruz; Fundagao
Carlos Chagas de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro. Rela-
torio de atividades: 2006. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2007.

Referéncias Legislativas:

e Leis: Brasil. Lei no. 8.080 de 19 de setembro de 1990. Dispbe sobre
as condigdes para a promogao, protegdo e recuperagdo da saude, a orga-
nizagéo e o funcionamento dos servigos correspondentes e da outras pro-
vidéncias. Diario Oficial da Unido 20 set 1990; sec¢ao 1.

« Decretos: Brasil. Decreto no. 7.580, de 28 de junho de 2011. Regula-
menta a Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990, para dispor sobre a
organizagio do Sistema Unico de Satde - SUS, o planejamento da satide,
a assisténcia a saude e a articulagéo interfederativa, e da outras providén-
cias. Diario Oficial da Unido 29 jun 2011; segao 1.
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« Portarias: Ministério da Saude (Brasil). Portaria no. 2.616, de 12 de
maio de 1998. Expede diretrizes e normas para a prevengao e o controle da
infecgdo hospitalar. Diario Oficial da Uniao13 mai 1998; secéo 1.

» Resolugoes: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil). RDC no.
302, de 13 de outubro de 2005. Dispde sobre Regulamento Técnico para Funci-
onamento de Laboratérios Clinicos. Diario Oficial da Unido 14 out 2005; sec¢éo 1.

Meios Eletrénicos:

« Periédicos: Mondelli AL, Niéro-Melo L, Bagagli E, Camargo CH, Bruder-
Nascimento A, Sugizaki MF, Carneiro MV, Villas Boas PJF. Candida spp.:
manual identification (reference method) and automated identification (Vitek
system platform). J Venom Anim Toxins incl Trop Dis [periédicos na internet].
2012 set [acesso em 29 de out 2012]; 18(3). Disponivel em: http://
www.scielo.br/pdf/jvatitd/v18n3/a11v18n3.pdf.

» Referéncias legislativas: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Brasil). RDC no. 306, de 13 de dezembro de 2004. Dispde sobre Regula-
mento técnico para o gerenciamento de residuos de sautde [resolugdo RDC
na internet]. Diario Oficial da Unido 10 dez 2004 [acesso em 28 out 2012].
Disponivel em: http://www.unesp.br/pgr/pdf/rdc30604anvisa.pdf.

» Eventos Cientificos:. Albuquerque P, Kyaw CM, Saldanha RR, Brigido
MM, Felipe MSS, Silva-Pereira |. Identification and Characterization of Phase-
Specific cDNAs Encoding for Two Hydrophobins in the Fungus Paracoccidioides
brasiliensis. In: 40. Congreso Virtual de Micologia de Hongos Patdgenos en
América Latina [evento na internet]. 2003 27jun-14jul; Caracas, Venezuela
[acesso em 10 jul 2003]. Disponivel em: http://congresomicologia.ucv.ve.

A tramitagdo de manuscritos sera feita exclusivamente online pelo Sis-
tema de Gestao de Publicagdes (SGP), no enderego: www.sgponline.com.br/
rbac/sgp. Outras formas de submissdo, nao serdo aceitas.

Observagoes Gerais:

» A comunicagao entre os diferentes participantes do processo editorial
de avaliagdo e publicagao (autores, revisores e editor) sera feita apenas de
forma eletrénica pelo SGP, sendo o autor responsavel pelo manuscrito in-
formado automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status;

» Apenas o autor responsavel pelo manuscrito devera preencher a ficha
de submissao, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema e pos-
terior acesso por meio de login e senha;

» A RBAC comunicara individualmente, por e-mail, a cada autor a sua
participagdo no manuscrito. Caso um dos autores ndo concorde com sua
participagdo, o manuscrito sera recusado;

» O SGP atribuira a cada manuscrito um nimero de registro e o autor
principal sera notificado de que o manuscrito estd completo e apropriado
para iniciar o processo de revisao;

» Pedidos de fast-track poderao ser considerados desde que justifica-
dos e solicitados por orientadores e/ou coordenadores de programas de
poés-graduagédo ou responsaveis por departamentos, laboratérios, setores
ou servicos de instituicdes publicas ou privadas ou ainda se rigorosamente
fundamentados por seus autores. Os pedidos de fast-track deverao vir en-
deregados ao editor da RBAC em documento em papel timbrado da institui-
¢do e carimbado por seus superiores hierarquicos.

MODELO DE DECLARAGAO

Declaragao de Responsabilidade, Conflitos de Interesse,
Concordancia e Transmissédo de Direitos Autorais

Os autores abaixo assinados vimos submeter o artigo intitulado "Titulo do
Artigo" a apreciagdo do Corpo Editorial da Revista Brasileira de Anélises Clini-
cas - RBAC para sua publicagdo. Nesta oportunidade, declaramos estar de
acordo com que os direitos autorais referentes ao artigo em tela tornem-se
propriedade exclusiva da RBAC desde sua submissao, sendo vedada a repro-
dugao total ou parcial, em qualquer meio de divulgagdo, sem que a prévia e
necessaria autorizagdo seja solicitada e concedida pela editoria da RBAC.
Declaramos também que o artigo nédo infringe os direitos autorais ou qualquer
outro direito de propriedade de terceiros e que seu contetido é de inteira res-
ponsabilidade dos autores. Declaramos ainda que este é um trabalho original
e que nao foi publicado anteriormente e nem esta sendo considerado para
publicagdo em outro periddico, tanto no formato impresso quanto no eletronico.
Os autores confirmam estar cientes e concordantes com a publicagao do arti-
go na RBAC e afirmam nao haver qualquer tipo de conflito de interesse do tema
abordado no artigo com pessoas, entidades ou instituiges.

Nomes dos autores e assinaturas:
1.

a s enDN

Data: / /
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