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RESUMO

As anemias microciticas e hipocrébmicas mais comuns em Nnosso meio Sdo a anemia
ferropriva, as talassemias e a anemia de doenca cronica. O diagndstico diferencial
destas anemias € clinicamente importante uma vez que possuem diferentes
patogénese, tratamento e progndstico. Atualmente, o diagndstico destas doencas é
realizado através dos exames denominados padrdo-ouro, muitas vezes inacessiveis a
uma populacdo menos favorecida. Em contrapartida, varias férmulas descritas na
literatura e obtidas a partir de parametros do hemograma foram desenvolvidas com o
intuito de discriminar a anemia ferropriva das talassemias menores. Este estudo foi
delineado com objetivo de avaliar o desempenho de um Novo indice e, de outras nove
formulas, na diferenciacdo entre anemia ferropriva e talassemias menores, utilizando
métodos hematoldgicos convencionais e moleculares como referéncia; bem como
diagnosticar por meio destes métodos, 0s casos de a-talassemia nos pacientes
envolvidos no estudo. A amostra foi constituida por dois grupos de pacientes atendidos
no Hospital das Clinicas e no Hospital Governador Israel Pinheiro de Belo Horizonte.
Foram coletadas amostras de sangue em EDTA e obtidos os resultados do hemograma
e ferritina de 197 pacientes do Hospital Governador Israel Pinheiro. No Hospital das
Clinicas foram coletadas amostras de sangue em EDTA e obtidos os dados clinicos e
laboratoriais de 30 pacientes por meio dos seus prontuarios. As amostras de sangue
foram utilizadas para investigar a presenca de sete mutacdes delecionais e uma
mutacdo nao delecional causadoras de a-talassemia. Os dados laboratoriais permitiram
gue os pacientes fossem classificados como portadores de anemia ferropriva e
talassemias menores. Utilizando os parametros do hemograma, foram calculados os
valores de nove indices. Para verificar a acuracia destes indices na diferenciacdo de
anemia ferropriva e talassemias menores foram determinados os valores de
sensibilidade, especificidade, eficiéncia, indice de Youden e area sob a curva ROC.
Para a verificacdo da concordéncia dos resultados obtidos através da aplicacdo dos
indices com os resultados dos exames padrao-ouro foi calculado o coeficiente kappa.
Foi observado que, dentre as nove férmulas testadas, o indice de Green & King, o

indice do RDW e o Novo indice apresentaram excelente desempenho na discriminag&o



entre anemia ferropriva e talassemias menores e poderiam ser utilizados como
ferramenta de screening destas anemias microciticas. Em relacdo a frequéncia de a-
talassemia em nosso meio, foi observado que 20,3% dos 227 pacientes envolvidos
neste estudo foram carreadores da delecdo de 3.7 Kb. Desta forma, a investigacdo em
amostras de sangue de pacientes com anemia microcitica e hipocrémica, valendo-se de
meétodos moleculares, revelou uma elevada frequéncia de a-talassemia nos grupos de
pacientes dos dois hospitais publicos do Estado de Minas Gerais, indicando a
necessidade de introducdo de tais métodos para diagnosticar corretamente casos

especificos.

Palavras-chave: anemia ferropriva, talassemias menores, Novo Indice, indices

discriminativos.



ABSTRACT

The most common microcytic and hypochromic anemias in our population are iron
deficiency anemia, thalassemias and anemia of chronic disease. The differential
diagnosis of these anemias is clinically important because they show different
pathogenesis, treatment and prognosis. Currently, the diagnosis of these diseases is
carried out through tests considered gold standard, often inaccessible to a less favored
population. In contrast, several formulas described in the literature and obtained from
the blood count parameters were developed in order to discriminate iron deficiency
anemia from thalassemia minor. This study was designed to evaluate the performance
of a New Index, besides nine other formulas in the differentiation between iron
deficiency anemia and thalassemia minor, using conventional hematology and
molecular methods as reference, as well as to diagnose, through these methods, the
cases of a-thalassemia in patients of the study. The sample consisted of two groups of
patients treated at the both Hospital das Clinicas and Hospital Governador Israel
Pinheiro in Belo Horizonte, Minas Gerais. Blood samples were collected in EDTA from
197 patients and obtained results for blood count and ferritin in the Hospital Governador
Israel Pinheiro. For the 30 patients recruited at the Hospital das Clinicas blood samples
were collected in EDTA and the data obtained through clinical and laboratory records.
Blood samples were used to investigate the presence of seven deletional mutations and
a non- deletional mutation causing a-thalassemia trait. Laboratory data allowed the
patients’ classification as having iron deficiency anemia and thalassemia minor. Using
the parameters extracted from a simple blood count there were calculated values of nine
indices. To verify the accuracy of these indices in differentiating iron deficiency anemia
and thalassemia minor were determined sensitivity, specificity, efficiency, Youden index
and area under ROC curve. To check the consistency of the results obtained through
application of the indices with the results of gold standard tests, kappa coefficient was
calculated. It was observed that among the nine tested formulas, Green and King Index,

the New Index and RDW Index showed excellent performance in discriminating between



iron deficiency anemia and thalassemia minor and could be used as a tool for screening
of these microcytic anemias. A study on the frequency of a-thalassemia in our
population it was observed that 20,3% of the 227 patients enrolled in the present study
were carried of the deletion 3.7 Kb. So, the investigation in blood samples from patients
with microcytic and hypochromic anemia, by molecular methods, revealed a high
frequency of the a-thalassemia in groups of patients from two public hospitals of Minas
Gerais state, indicating the necessity of introducing such methods to correctly diagnose

specific cases.

Key-words: iron deficiency anemia, thalassemias minor, New Index, discriminative

indices.
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1 INTRODUCAO

As anemias microciticas e hipocrébmicas sdo consideradas estados que
acarretam diminuicdo da hemoglobina circulante e que cursam com prejuizo
(dificuldade ou diminuicdo) da sintese de hemoglobina nas células precursoras
eritréides (CPE) na medula 6ssea, gerando eritrocitos de pequeno tamanho e com
baixa concentracdo de hemoglobina. As principais anemias microciticas e hipocrémicas
incluem a anemia ferropriva, as talassemias, a anemia de doenca crbnica (ADC) e
anemia sideroblastica (OLIVEIRA & NETO, 2004). Dentre as talassemias, ressaltam-se
as a e -talassemias como sendo as mais frequentes e de maior importancia clinica.

Devido a migracdo populacional, o Brasil recebeu um expressivo contingente de
individuos oriundos de areas com grande numero de portadores de disturbio
relacionado as o e B-talassemias. Em virtude das dificuldades inerentes ao processo de
identificacdo dos portadores principalmente de a-talassemia, foi objeto desse estudo, o
diagnostico dessas talassemias em suas formas menores ou heterozigotas, com énfase
na a-talassemia, enfocando os métodos convencionais e moleculares de diagndstico,
suas limitacdes, vantagens e desvantagens. Ainda na tentativa de facilitar e aperfeicoar
o diagndstico das talassemias menores, foram testadas varias formulas constantes na
literatura que utilizam parametros do hemograma e que foram desenvolvidas para
diferenciar anemia ferropriva das talassemias menores (MENTZER, 1973;
SRIVASTAVA, 1973; SHINE & LAL, 1977; RICERCA et al., 1987; GREEN & KING,
1989; JAYABOSE et al., 1999; EHSANI et al., 2005; MATOS, 2007; SIRDAH et al.,
2008). Neste contexto, uma nova férmula, o Novo indice (NI), desenvolvida em
dissertacdo de Mestrado (MATOS, 2007), também foi testada com intuito de proceder a
sua validacéo, escopo principal deste estudo.

A luz do exposto acima, segue-se a fundamentacdo tedrica das bases deste
estudo enfocando-se, inicialmente, as anemias microciticas e hipocrémicas mais

frequentes em nosso meio.
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1.1 Metabolismo do ferro

O ferro é um nutriente essencial para todos os organismos (SHARP & SRAI,
2007), sendo um componente primordial da hemoglobina, mioglobina, citocromos e de
muitas enzimas envolvidas em reacfes de oxi-reducdo e metabolismo energético,
incluindo aquelas da cadeia respiratéria mitocondrial e redutases ribonucleotidicas
envolvidas na sintese de desoxirribonucleotideos (ATANASIU et al., 2007). Contudo, o
excesso de ferro no organismo € extremamente prejudicial: o ferro livre promove a
geracdo de radicais de oxigénio por catalizar a reacéo de Fenton na qual o Fe** reage
com peroxido de hidrogénio levando a formacdo de radicais hidroxil e anions
superoxido. Estes radicais altamente reativos podem causar danos a membranas
lipidicas, proteinas e acidos nucléicos (FALZACAPPA & MUCKENTHALER, 2005).
Portanto, para manter o equilibrio do ferro no organismo, alcancando niveis adequados
e evitando seu excesso que provoca toxicidade, varios mecanismos estreitamente
regulados controlam a absorcédo, utilizacdo, estoque, reciclagem e o seu balango
sistémico e celular.

O ferro se mantém conservado, em grande parte pela reciclagem de ferro da
hemoglobina de eritrocitos senescentes. A maioria do ferro no plasma é destinada a
eritropoese medular. A perda diaria do ferro em individuos adultos saudaveis é pequena
(1-2 mg) e corresponde as perdas sanguineas minimas e a constante esfoliagdo de
células epiteliais do trato urinério e gastrointestinal, pele e cabelos. A absorc¢éo diaria do
ferro da dieta supre tais perdas (NEMETH & GANZ, 2006; SHARP & SRAI, 2007).
Desta forma, no homem e em outros mamiferos faltam mecanismos efetivos para
excretar ferro e, por este motivo, o Unico meio de manter o equilibrio do ferro é controlar
sua absorcdo (ATANASIU et al., 2007; GROTTO, 2010).

1.1.1 Absorcéo, transporte, captacado e reqgulacdo do ferro

O ferro disponivel na dieta se encontra principalmente na forma inorganica ou
ndo heme ou na forma heme (MIRET et al., 2003; SIAH et al., 2006). Sua absor¢ao

ocorre quase inteiramente no duodeno e jejuno proximal através das células absortivas
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intestinais (enterdécitos) (EDISON et al., 2008). Inicialmente ocorre a captagédo do ferro
do lumen intestinal para o interior do enterdcito através da membrana apical (FRAZER
& ANDERSON, 2005). O ferro ndo heme da dieta ocorre principalmente na sua forma
oxidada (Fe*"), que por n&o ser biodisponivel, deve passar por um processo de reducéo
a forma Fe?" para ser transportado através do epitélio intestinal (SIAH et al., 2006). A
reducdo do ferro férrico para o estado ferroso ocorre na superficie apical dos
enterdcitos através de uma ferriredutase citocromo-b duodenal, a DcytB (MCKIE et al.,
2001; ANDERSON et al., 2009). Uma vez reduzido ao estado ferroso, o Fe?* assim
como outros metais de transi¢cao divalentes, € transportado através da membrana apical
do enterdcito através do transportador de metal divalente (DMT1) (Figura 1) (FLEMING,
2005).

Animais que possuem defeitos em DMT1 tém uma absor¢éo diminuida do ferro
da dieta sugerindo que DMT1 apresenta grande importancia para a entrada de ferro no
organismo (ANDREWS, 1999). Mutacbes de DMT1 foram identificadas em humanos
portadores de anemia congénita. A primeira mutacdo descrita em humanos foi
encontrada no estado homozigoto em uma mulher apresentando grave anemia
microcitica e hipocrémica acompanhada por acumulo de ferro hepatico (MIMS et al.,
2005). Posteriormente, lolascon et al. (2006) identificaram duas novas mutagdes em
DMT-1 ocorridas em dupla heterozigose em uma crianga que apresentava severa
anemia microcitica e hipocrémica congénita e sobrecarga de ferro no figado. O inicio
precoce do acumulo de ferro hepético indicou que, como em modelos animais, DMT-1
nao € necessario para a captacao de ferro no figado, enquanto os dados hematoldgicos
desta paciente ao nascimento, indicadores de grave anemia microcitica e hipocrémica,
confirmaram o papel essencial deste transportador na eritropoese. Beaumont et al., em
2006, relataram o terceiro caso de anemia microcitica e hipocromica congénita devido a
mutacbes em DMT-1. Estes pesquisadores identificaram duas novas mutacdes
ocorridas em dupla heterozigose em uma paciente, associadas a anemia congénita e
progressiva sobrecarga de ferro hepatico.

Uma vez internalizado, o ferro proveniente da dieta € utilizado nos processos
metabdlicos celulares, outra parte € estocada na forma de ferritina enquanto uma

terceira parte € transferida pela membrana basolateral do enterdcito para o plasma
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(Figura 1). O ferro retido como ferritina dentro do enterdcito é excretado nas fezes
guando ocorre a descamacao epitelial dos enterécitos senescentes dois a trés dias
depois (FLEMING, 2005; WESSLING-RESNICK, 2006; ANDREWS & SCHMIDT, 2007;
ZHANG & ENNS, 2009). Dentro do enterocito o transporte do ferro entre a membrana
apical e a membrana basolateral € pouco compreendido; uma hip6tese seria a ligacao
do ferro a moléculas chaperones que o manteriam soltvel (FRAZER & ANDERSON,
2005; EDISON et al., 2008).

O heme, uma molécula formada por um anel de protoporfirina ligado ao ferro, é
resultante do catabolismo da hemoglobina e mioglobina e parece ser transportado
intacto do limen intestinal para o enterdécito sendo internalizado através de um receptor
recentemente identificado, a proteina transportadora do heme 1 (HCP1). O complexo
heme-HCP1 é internalizado por endocitose mediada por receptor. O ferro no estado
ferroso € liberado do heme intracelularmente pela heme oxigenase encontrada na
superficie do reticulo endoplasmatico. Acredita-se que apds sua dissociacdo do heme,
o ferro liberado seja estocado ou exportado do enterdcito através da membrana
basolateral de maneira similar ao ferro iénico (Figura 1) (SHAYEGHI et al., 2005; SIAH
et al., 2006; ANDREWS & SCHMIDT, 2007; EDISON et al., 2008).

A transferéncia do ferro no estado ferroso do enterdcito para o espaco intersticial
€ mediada pela ferroportina 1, também conhecida como IREG1, uma proteina
exportadora de ferro em diferentes tipos celulares: enterdcitos, macrofagos, hepatécitos
e trofoblastos da placenta. A ferroportina €, provavelmente, a Unica proteina
exportadora de ferro conhecida em vertebrados (GANZ, 2005; ANDREWS & SCHIMDT,
2007; ZHANG & ENNS, 2009). De maneira semelhante a DMT1, a ferroportina
transporta fons Fe?" sendo necessaria a acdo posterior da ferroxidase homoéloga da
ceruloplasmina, a hefestina, pois o Fe?* deve ser oxidado a Fe** para ser transportado
pelas proteinas plasméticas (FLEMING, 2005; NEMETH & GANZ, 2006). Uma vez no
meio extracelular, o ferro na forma férrica se liga rapidamente e com grande afinidade a
transferrina, proteina transportadora de ferro no soro, e levado para a circulagédo
(Figura 1) (DUNN et al., 2007). A quantidade de ferro absorvida pelos enterécitos é
influenciada por varios fatores, entre estes as variacdes nas reservas corporais e na

taxa de eritropoese, hipoxia, inflamacdo e gravidez resultando em alteragbes na
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expressdo duodenal das mais importantes moléculas transportadoras do ferro dos
enterdcitos particularmente DMT1, DcytB e ferroportina 1, a nivel de RNA mensageiro
(mRNA) e também no nivel protéico (FRAZER & ANDERSON, 2005). A proteina HFE
também regula a absorgcéo de ferro intestinal uma vez que interage com o receptor da
transferrina (TfR) e detecta o seu grau de saturacéo (Figura 1) (GROTTO, 2008).

Enterdcito

HFE Fel+

Transferrina + Fe®*

Figura 1 - O enterdcito e as proteinas envolvidas na absorgéo do ferro. Dcyth: ferriredutase;
DMT-1: transportador de metal divalente-1; HCP1: pr  oteina transportadora do heme-1; Nu: nlcleo;
HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor datr  ansferrina (extraido de GROTTO, 2008).

A captacao do ferro inicia-se pela ligacao da transferrina diférrica a seu receptor
presente na superficie da maioria das células, mas altamente expresso nos precursores
eritréides. A afinidade do TfR a transferrina diférrica parece mediada pela proteina HFE
codificada pelo gene da hemocromatose. O complexo Tf-TfR-HFE é internalizado por

endocitose. Dentro do endossomo, sob condi¢cdes de baixo pH, o ferro se dissocia da
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transferrina. O complexo apoTf-TfR-HFE retorna a superficie celular e a apoTf &
liberada do TfR. Com o auxilio do DMT1 o ferro do endossoma alcanca o citoplasma.
Contudo, antes de ser transportado ao citoplasma, o ferro que se encontra na forma
férrica € reduzido a forma ferrosa através de uma ferriredutase recentemente
identificada Steap 3 (COOK, 2005; OHGAMI et al., 2005; ATANASIU et al., 2007;
GROTTO, 2010).

Além do TfR citado anteriormente, ha também o TfR2 que, apesar da
semelhanca com a TfR, é expresso predominantemente no figado. TfR2 possui
atividade de captacao do ferro mas, contrariamente a TfR, tem afinidade muito baixa
pela transferrina diférrica (KAWABATA et al., 1999; GROTTO, 2010).

Os eritrocitos senescentes ou danificados séo retirados da circulagdo pelos
macrofagos do sistema mononuclear fagocitario (SMF) onde o ferro € liberado da
hemoglobina podendo seguir dois caminhos: ser estocado como ferritina intracelular ou
voltar para a circulagdo como ferro ligado a transferrina. Aproximadamente 22 mg de
ferro sdo liberados pelo SRE diariamente, o que corresponde a quantidade de ferro
utilizada pela medula 6ssea na producdo de células sanguineas vermelhas neste
mesmo periodo de tempo (ANDERSON et al., 2007).

A concentracdo e fluxo do ferro sdo regulados a nivel celular e sistémico. No
meio intracelular a regulagdo ocorre através de duas proteinas regulatorias do ferro
IRP1 e IRP2 (HENTZE et al., 2004; GROTTO, 2010). Quando o ferro citoplasmatico
esta em baixa concentragdo, IRPs se ligam aos elementos responsivos ao ferro (IRE),
sequéncias no mRNA de proteinas reguladas pelo ferro. De acordo com a posi¢cdo do
IRE (regido nao traduzida 3’ ou 5’) a ligacdo da IRP leva a efeitos contrarios na sintese
das proteinas reguladas pelo ferro. A ligacdo de IRPs a IREs 3' estabiliza o mRNA
resultando em aumento da sintese protéica, enquanto a ligacdo a IREs 5 impede a
traducdo do mRNA, resultando em diminuicdo da sintese protéica. As proteinas cujas
MRNAs séo regulados pela interagdo IRE/IRP incluem receptor de transferrina, ferritina,
uma isoforma de DMT-1, ferroportina e a delta aminolevulinico sintetase 2 (ALAS-2).
DcytB também é regulada pelos niveis de ferro intracelulares, contudo, ndo contém um
IRE ndo podendo, desta forma, ser diretamente regulada pela atividade de IRP
(FRAZER & ANDERSON, 2005; NEMETH & GANZ, 2006; GROTTO, 2010).
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A homeostase sistémica é mantida pela comunicacdo entre as células que
utilizam o ferro, sendo principalmente os precursores eritroides; os hepatécitos e
macrofagos, responsaveis pelo seu armazenamento; e, os enterdcitos duodenais que
promovem sua absor¢do da dieta (FALZACAPPA & MUCKENTHALER, 2005). Esta
comunicacgdao é feita por um hormdnio peptidio antimicrobiano pertencente a familia das
defensinas denominado hepicidina (KRAUSE et al., 2000; PARK et al., 2001).

Na regulacdo do metabolismo do ferro a hepicidina apresenta como células alvo
0s enterdcitos, macréfagos e hepatécitos. A hepicidina limita o efluxo do ferro por se
ligar & proteina exportadora do ferro, ferroportina, induzindo sua internalizacdo e
degradacdo. A expressdo hepatica deste hormdnio € regulada conforme a
disponibilidade de ferro nas reservas corporais, a necessidade para a eritropoese, bem
como em consequéncia de hipoxia e em resposta a condi¢cdes infecciosas ou
inflamatorias. A producdo de hepicidina é diminuida em resposta a estimulos que
sabidamente aumentam a liberacdo do ferro celular (deficiéncia do ferro, eritropoese
aumentada) e torna-se aumentada em condi¢cdes nas quais a liberacdo do ferro é
inibida (sobrecarga de ferro, inflamacéo) (PIGEON et al., 2001; NICOLAS et al., 2002;
NEMETH et al., 2004; FALZACAPPA & MUCKENTHALER, 2005; ANDERSON et al.,
2009). Desta forma, a hepicidina regula negativamente a captacdo de ferro pela
transferrina, a principal proteina transportadora deste elemento (NAIRZ & WEISS,
2006; ZHANG & ENNS, 2009). Sendo a transferrina a maior fonte de ferro para a
sintese de hemoglobina realizada pelos precursores eritrdides, o aumento da hepicidina
limita a eritropoese e € o fator de maior contribuicdo para a ADC (ZHANG & ENNS,
2009). Os mecanismos moleculares responsaveis pela estimulacdo da producdo de
hepicidina ainda ndo foram completamente elucidados, mas ja é conhecido que a
proteina HFE, hemojuvelina (HJV) e TfR2 agem como reguladores da expressao
hepética do hormoénio de acordo com os niveis de ferro circulantes (NAIRZ & WEISS,
2006; GROTTO, 2010). Havendo aumento dos niveis de ferro estas estimulam a
sintese de hepicidina pelo figado, que inibe a absor¢do de ferro intestinal e sua
liberacdo dos macrofagos, restabelecendo o equilibrio do ferro (GROTTO, 2010).

A hemojuvelina age como um co-receptor das BMPs (proteinas morfogenéticas

0sseas), citocinas reguladoras da proliferacédo, diferenciacdo, apoptose e migracao
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tecidual. O complexo HJV-BMP-receptor BMP, fosforila proteinas intracelulares
denominadas Smad o que culmina com o aumento da expressdo do gene da hepicidina
(BABITT et al., 2006; GROTTO, 2010). O mecanismo de ativacdo da HFE e do TfR2

nao esta completamente esclarecido (GROTTO, 2010).

1.2 Anemia ferropriva

A anemia por deficiéncia de ferro é o disturbio nutricional mais comum no mundo.
Dois bilhdes de pessoas, o0 que corresponde a mais de 30% da populagdo mundial, séo
anémicas principalmente devido a deficiéncia do ferro (WHO, 2012). Esta anemia € a
fase final de um processo que inicia pelo consumo das reservas de ferro e continua
com a deplecdo do ferro dos demais compartimentos nos quais ele estad contido,
comprometendo a eritropoese normal (ZAGO et al., 2005).

As causas da deficiéncia de ferro séo:

1) Aumento da demanda de ferro: periodo de crescimento rapido (criancas até dois
anos e adolescentes), na gravidez e na amamentacao.

2) Reducéo da ingestéo: dietas carentes qualitativa ou quantitativamente (comuns em
sociedades de baixa renda, vegetarianos estritos ou por dieta de emagrecimento mal
orientada).

3) Reducédo da absorcdo, por acloridria, gastrectomia parcial ou total, sindrome do
espru (reacdo alérgica a proteinas do trigo, que afeta a por¢cdo proximal do intestino
delgado, onde o ferro é absorvido).

4) Perda crbnica de sangue, por hemorragias cronicas do aparelho digestivo,
verminoses (ancilostomiase e outras parasitoses), perdas menstruais excessivas e
gravidezes multiplas (LORENZI, 2003; COOK, 2005).

O diagnéstico laboratorial é baseado no hemograma, no estudo minucioso da
série vermelha ao microscopio e em exames que avaliam a concentracdo de ferro no
organismo (OLIVEIRA & NETO, 2004). A determinacdo da hemoglobina tem sido o
método mais largamente usado para triagem da deficiéncia do ferro, mas quando é
empregada isoladamente, apresenta seérias limitacbes para a identificacdo desta
condicdo, devido a sua baixa especificidade e sensibilidade. A baixa sensibilidade

ocorre porgue um individuo com reservas normais de ferro deve perder uma grande
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guantidade do elemento antes que a hemoglobina diminua abaixo das varias definicdes
laboratoriais de anemia, refletindo o atraso da diminuigdo dos niveis de hemoglobina
em relacdo a reducao dos estoques de ferro. A baixa especificidade da hemoglobina
para a identificacdo da deficiéncia do ferro € devido aos numerosos casos de outras
anemias vistas concomitantemente na clinica. Em virtude destes muitos distarbios que
mimetizam a deficiéncia do ferro, medidas laboratoriais adicionais a dosagem de
hemoglobina sdo necessarias para a correta identificacdo desta anemia (COOK, 2005;
GROTTO, 2010).

Na anemia ferropriva, a taxa de hemoglobina e 0 hematécrito estdo diminuidos.
O volume corpuscular médio (VCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM) séo
inferiores ao limite minimo de referéncia e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) pode estar também reduzida nos casos mais graves. O volume do
glébulo vermelho é mais heterogéneo, entédo, o indice de anisocitose eritrocitaria (RDW)
apresenta valor superior ao normal (11,6 a 14,8%). A contagem de reticulécitos é
normal ou baixa, aumentando rapidamente apds o inicio da terapéutica. A dosagem de
ferro sérico é baixa, a transferrina saturada de ferro é baixa, a capacidade total de
ligagdo do ferro (CTLF) é alta e a ferritina é baixa (JAMES & LAING, 1994; UMBREIT,
2005; KILLIP et al., 2007; LIU & KAFFES, 2012).

Apesar de muito empregada, a dosagem de ferro sérico apresenta alguns
inconvenientes, pois a sua concentragdo exibe variagfes diurnas, sendo geralmente
maior pela manhd que a tarde, e podendo transitoriamente chegar a valores de
referéncia depois de refeicbes ou suplementos férricos orais. A flutuagéo circadiana é
devida, em grande parte, a variacdo na liberacdo do ferro do SRE para o plasma
(WORWOOD, 1997; COOK et al., 2003; LABBE & DEWANJI, 2004; PASRICHA et al.,
2010). Adicionalmente, mudancas no suprimento ou na demanda de ferro devido a
infeccdo, inflamag&o ou injdria tecidual causam variacdes rapidas em seu valor sérico
(WORWOOD, 1997). A dosagem do ferro encontra-se baixa na presenca de doencas
inflamatdrias sendo, assim, desaconselhada para diagnosticar a anemia ferropriva.
Neste caso, marcadores tais como proteina C reativa, podem auxiliar na identificacao
de um processo inflamatorio concomitante (PASRICHA et al., 2010). Além disso, as

concentracdes de ferro sérico exibem variacdo de acordo com a metodologia usada
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para a sua dosagem e também com a presenca de hemdlise (COOK et al., 2003). Desta
forma, a determinacdo do ferro sérico isoladamente é de valor limitado, devendo ser
analisado em combinacdo com 0s outros parametros como a saturagao da transferrina
e ferritina sérica (GROTTO, 2010).

Eckfeldt & Witte (1994) sugeriram que a medida de ferro sérico deve ser
combinada com a medida da capacidade de ligacdo total do ferro para ser util na
interpretacdo clinica. J& Wong et al. (1996) observaram que a percentagem ou indice
de saturacéo de transferrina (IST) calculada a partir da medida do ferro e capacidade
de ligacéo total € uma ferramenta util no diagndstico.

A ferritina, uma proteina de armazenamento do ferro, € uma medida
universalmente disponivel e bem padronizada que oferece importantes vantagens sobre
0 exame da medula Ossea para a deteccdo da deficiéncia do ferro (HARRISON &
AROSIO, 1996; COOK, 2005). A dosagem de ferritina sérica € atualmente o teste
laboratorial aceito para diagnosticar a deficiéncia do ferro, e pacientes com uma
concentracdo de ferritina sérica inferior a 25 ng/mL tém grande possibilidade de
apresentarem deficiéncia de ferro (MAST et al., 1998; KILLIP et al., 2007). A ferritina
sérica indica o nivel da reserva de ferro do organismo (NOBILI et al., 2001). Uma
caracteristica valiosa desta medida € que a sua concentracdo € diretamente
proporcional as reservas de ferro do corpo em individuos saudaveis; 1ug/L de ferritina
sérica corresponde a 120 ug de ferro/kg de peso corpéreo (FINCH et al., 1986). Porém,
sendo a ferritina uma proteina de fase aguda, uma limitacdo bem conhecida é a
elevagcédo de seus valores independentemente do nivel de ferro corporal em pacientes
com inflamac&o aguda ou cronica, malignidade, doencas hepatocelulares, alcoolismo,
hipertireoidismo, uso de contraceptivos orais ou doenca hepatica (BRUGNARA, 2003;
COOK, 2005; ZIMMERMANN, 2008). Assim, na presenca de uma doenca crbnica, por
exemplo, nenhum teste laboratorial do status do ferro por si s6 prové um diagndstico
exato da deficiéncia do ferro e um exame da medula 0ssea seria 0 mais indicado para
estabelecer um diagnostico definitivo (TELLINGEN et al.,, 2001). A avaliacdo da
concentracao de ferro medular € o padréo-ouro no diagnostico da deficiéncia do ferro e
sua auséncia considerada o marcador definitivo desta condicdo (PUNNONEN et al.,
1997; HIGGINS & ROCKEY, 2003; ZIMMERMANN, 2008). E feita usualmente por
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meétodos citoquimicos, e detecta a verdadeira deficiéncia do elemento distinguindo-a de
outras doencas cronicas nas quais ha um impedimento na liberacdo do ferro das
células reticuloendoteliais (WORWOOD, 1997). Contudo esta técnica € invasiva,
desconfortavel, cara e demanda tempo e profissional especializado para coleta da
amostra (TELLINGEN et al., 2001; ZIMMERMANN, 2008).

Outro teste utilizado para diagnostico da deficiéncia do ferro é a dosagem de
zinco protoporfirina (ZPP). A zinco protoporfirina é um metabdlito normal formado em
pequenas quantidades durante a biossintese do heme. A reacgéo final do mecanismo de
biossintese do heme é a quelacdo do ferro com a protoporfirina. Porém, durante
periodos de deficiéncia do ferro devido a privacdo na dieta, ma absorgéo, excessiva
perda sanguinea, aumento da demanda ou impedimento de sua utilizacdo durante a
eritropoese, 0 zinco se torna um metal substrato alternativo para a ferroquelatase,
levando a um aumento da formacdo da zinco protoporfirina. Esta substituicdo é uma
das primeiras respostas bioquimicas a deplecéo do ferro, e acarreta o acumulo da zinco
protoporfirina nos eritrécitos circulantes. Assim, os niveis de zinco protoporfirina
refletem o suprimento de ferro para a medula 6ssea (LABBE & RETTMER, 1989;
LABBE et al., 1999).

A utilidade da zinco protoporfirina ndo é limitada a deteccdo da anemia por
deficiéncia de ferro. Na populacdo normocitica, existem pacientes com ferritina baixa
gue, no entanto, possuem também nivel elevado de zinco protoporfirina. Tais pacientes
presumivelmente estdo no estagio de deplecdo do ferro e proximos de serem ferro
deficientes. Assim, a zinco protoporfirina € um teste sensivel para detectar estes casos
(WONG et al.,1996).

A dosagem laboratorial de ZPP é realizada usando-se um hematofluorémetro e
possui como vantagens a necessidade de pequeno volume de sangue, simplicidade da
técnica, rapidez e reprodutibilidade. Contudo, para o laboratério clinico, os niveis de
ZPP fornecem menos informacao sobre a reserva de ferro de pacientes anémicos que a
dosagem de ferritina sérica (WORWOOD, 1997; METZGEROTH et al., 2005; GROTTO,
2010).

A desvantagem da ZPP para o diagndstico da deficiéncia do ferro reside no fato

de que esta se encontra aumentada ndo apenas na deficiéncia do ferro, mas também
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em outras doencas que resultam em eritropoese insuficiente, tais como intoxicagéo pelo
chumbo, anemia hemolitica e ADC (HASTKA et al., 1993; HARTHOORN-LASTHUIZEN
et al., 1998).

De forma semelhante a zinco protoporfirina, os niveis de protoporfirina
eritrocitaria livre, considerados uma medida do metabolismo intermediario, estdo
aumentados na deficiéncia do ferro, embora exista um grau de interferéncia entre
minerais que usam as mesmas proteinas no metabolismo (JAMES & LAING, 1994).

Ainda para avaliar a deficiéncia do ferro, a medida do receptor sérico de
transferrina (sTfR) pode ser utilizada (BRUGNARA, 2003). O receptor de transferrina
(TfR) € uma proteina transmembrana que possui duas cadeias polipeptidicas idénticas
com 95 kDa cada uma, ligadas por duas pontes dissulfeto. Este sistema interage com
uma proteina denominada transferrina, responsavel pelo transporte plasmatico do ferro
e que leva, a partir dessa interacao, ferro as células. O complexo TfR-transferrina-ferro
€ internalizado via uma vesicula endocitica e, no compartimento intracelular, o ferro se
dissocia do complexo TfR-transferrina. O ferro permanece no citosol, enquanto o
complexo TfR-apotransferrina é reciclado de volta a superficie celular. Virtualmente
todas as células, exceto células vermelhas maduras, tém TfR na sua superficie, mas os
maiores numeros estao no eritron, placenta e figado. Em um adulto normal, em torno de
80% de TfR estdo nos precursores eritréides da medula 6ssea (COOK et al., 1993;
BEGUIN, 2003).

Uma forma circulante de TfR foi encontrada em soro animal e humano. O
receptor sérico de transferrina € um mondémero soluvel truncado de receptor tissular,
produzido por protedlise mediada por uma serina protease (BAYNES et al., 1994) e que
circula na forma de um complexo transferrina-receptor (SHIH et al., 1990). A massa de
sTfR medida no soro é proporcional a massa de TfR celular (R"ZIK et al., 2001) e se
origina principalmente de eritroblastos e em menor extensdo de reticulécitos (R'ZIK &
BEGUIN, 2001). A atividade eritropoética é o mais importante determinante dos niveis
de sTfR, sendo que niveis diminuidos de sTfR s&o encontrados em situagbes
caracterizadas por hipoplasia eritroide e niveis aumentados séo vistos em situacdes de
eritropoese estimulada como no caso da anemia megaloblastica, talassemias, anemia
falciforme e anemias hemoliticas em geral (HUEBERS et al., 1990; MAST et al., 1998;
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WORWOOD, 2002). Se a producédo de células vermelhas esta diminuida, como por
exemplo, na ADC, anemia aplastica e na doenca renal de estagio terminal, os valores
de sTfR permanecem inalterados (SKIKNE et al.,, 1990; FERGUSON et al.,1992)
diferentemente dos valores de ferritina (AHLUWALIA, 1998).

Além da eritropoese, o status do ferro também influencia os niveis de sTfR no
soro. A privacao de ferro resulta em rapida inducédo da sintese de TfR (COOK et al.,
1993; FEELDERS et al., 1999). Quando comparados a individuos normais, os niveis de
STfR estéo ligeiramente aumentados em pacientes ndo anémicos, contudo deficientes
em ferro; porém, estdo dramaticamente aumentados em pacientes com anemia
ferropriva (PUNNONEN et al., 1997). Dessa forma, o sTfR se correlaciona com a massa
total de precursores eritroides e com a deficiéncia tecidual de ferro que aumenta o sTfR
na proporcao da gravidade da deficiéncia (SKIKNE et al., 1990). Assim, a medida do
receptor sérico de transferrina detecta a deficiéncia de ferro a nivel celular
(AHLUWALIA, 1998). Nos pacientes com anemia ferropriva, os niveis de sTfR exibem
fortes correlagdes com varios indices eritrocitarios indicativos de deficiéncia do ferro
(KOTISAARI et al.,, 2002) e estdo inversamente relacionados com a ferritina sérica
(OLIVARES et al., 2000).

A determinacdo dos niveis de sTfR pode ser realizada por testes
imunoenzimaticos (ELISA) e por nefelometria sendo que os valores de referéncia
variam de acordo com o método utilizado, ndo havendo até o momento uma
padronizacdo dos mesmos (WORWOOD, 2002; GROTTO, 2010).

Devido a relacdo reciproca entre sTfR e medidas de ferritina, uma anélise que
usa a razao entre o receptor sérico de transferrina e a ferritina sérica tem mostrado
excelente desempenho em estimar reservas de ferro corporeas (SKIKNE et al., 1990;
PUNNONEN et al.,, 1997). Além disso, alteragBes na razdo sTfR/ferritina também
mostraram refletir a absorcdo do ferro e o verdadeiro aumento nas reservas corporais
férricas apos periodos de suplementacéo oral (COOK et al., 2003).

Portanto, o status do ferro pode ser completamente avaliado usando a ferritina
sérica como uma medida da reserva de ferro (deplecdo do ferro estocado), STfR como

uma medida da deficiéncia de ferro tecidual funcional (eritropoese deficiente em ferro) e
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a dosagem de hemoglobina como uma medida da deficiéncia do ferro avancada
(anemia ferropriva) (SKIKNE et al., 1990).

1.3 Talassemias

As talassemias sdo anomalias hereditarias autossémicas recessivas comuns nos
paises da regido do Mediterraneo ao sudeste da Asia, causadas por mais de 200
diferentes mutacdes no gene da globina, levando a uma alteragdo numérica das
cadeias de globina (WEATHERALL, 2000; JOSHI et al., 2004). Tais disturbios genéticos
sao caracterizados pela diminuicdo parcial ou auséncia total da producéo de cadeias
globinicas, sendo que os tipos de talassemia mais comumente encontrados e que
apresentam relevancia clinica sdo as formas a e 3. O desequilibrio entre as cadeias alfa
e beta resulta nas consequéncias clinicas da talassemia (HILLIARD & BERKOW, 1996;
SARNAIK, 2005). O defeito nos genes (dois genes localizados no cromossomo 16)
ligados a producéo de cadeias a-globinicas resulta na a-talassemia e o defeito no gene
para cadeia (3 (gene localizado no cromossoma 11), nas [-talassemias (OLIVEIRA &
NETO, 2004).

A anormalidade bioquimica primaria nas talassemias consiste no defeito
guantitativo na sintese da HbA (a2B;), resultando em wuma deficiéncia na
hemoglobinizacdo dos eritrécitos, uma anemia do tipo microcitica e hipocrdbmica, e o
acumulo de uma ou mais cadeias polipeptidicas da hemoglobina. O excesso das
cadeias normais forma agregados instaveis que precipitam e oxidam a membrana dos
precursores eritréides e hemacias circulantes, levando a sua uma destruicdo prematura
(HILLIARD & BERKOW, 1996; HANDIN et al., 2003; ZAGO et al., 2005).
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1.3.1 a-Talassemia

A o-talassemia resulta da deficiéncia de um, dois, trés ou quatro genes para
sintese de cadeia a. Nesta, ocorre uma sintese ndo balanceada de cadeias globinicas
devido a deficiéncia da cadeia a e as anormalidades hematologicas da doenca refletem
a extensao deste desequilibrio (CHEN et al., 2000; LAFFERTY et al., 2007).

A deficiéncia de quatro genes (--/--) € caracterizada pela auséncia da producdo
de cadeias a e consequente excesso de cadeias B e y que formam tetrdmeros instaveis
B4 (HbH) e y, (Hb Bart’s). Hb Bart’s e HbH possuem grande afinidade pelo oxigénio e
ndo o fornecem as células em tensdes fisiologicas levando a uma grave hipdxia
(SINGER, 2009). Tal situacdo é incompativel com a vida e resulta no quadro de
hidropsia com morte fetal no terceiro trimestre de gravidez ou logo apds o nascimento.
A Hb Portland, mais efetiva na oxigenacgéo tecidual, permite ao feto sobreviver até o
terceiro trimestre (SINGER, 2009).

A deficiéncia de trés genes (Doenca da Hemoglobina H, a-/-- ou -a/--; - -/a- ou - -
/-a), cursa com anemia intensa e pode requerer transfusGes periddicas. A delecao de
dois genes (a-/a- ou -a/-a; - -/aa ou aa/--) da cadeia a globinica produz microcitose e
hipocromia leves, com uma concentracdo de hemoglobina normal ou discretamente
diminuida. A deficiéncia de um gene (a-/aa ou -a/ada, ada/-a ou ao/a-) € hematoldgica e
clinicamente assintomética (forma silenciosa) (HILLIARD & BERKOW, 1996; CLARKE
& HIGGINS, 2000; JOSHI et al.,, 2004; SARNAIK, 2005; MARENGO-ROWE, 2007;
LEUNG et al., 2008). Contudo, mesmo dentro de um determinado gendtipo, ocorre uma
variacdo do grau de anemia, um fendbmeno ainda ndo bem compreendido (SINGER,
20009).

A eletroforese de hemoglobina é amplamente utilizada para a classificagdo das
talassemias (PAN et al., 2005). No caso da a-talassemia, tal exame mostra diminuicdo
variavel das hemoglobinas normais (A, A; e F), de acordo com o comprometimento da
capacidade de sintese de cadeia a. Uma banda de migracao rapida, correspondente ao
tetramero de cadeias 3 (HbH), é visivel nos casos mais graves. Na deficiéncia de quatro

genes (Hidropsia fetal) € mantida a sintese de hemoglobina embrionéaria (Portland) e
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aparece uma banda de migracéo rapida correspondente as cadeias y (Hb Bart's). A
hemoglobina Bart's (tetrameros yi;) € encontrada nas primeiras semanas de vida
enquanto a hemoglobina H (tetrdmeros [34) pode ser observada em pacientes adultos
(SARNAIK, 2005).

Outro método diagndstico para as a-talassemias é a pesquisa de HbH. A HbH é
uma hemoglobina instavel que se precipita nos eritrocitos podendo ser visualizada apos
coloragao vital como pequenos pontos azulados dispostos homogeneamente. Contudo,
esta técnica apresenta uma baixa sensibilidade para o traco a-talassémico devendo ser
utilizada apenas como um teste confirmatério, e ndo como um método de rastreamento
da a-talassemia (HARTWELL et al., 2005). O numero de hemacias com inclusdes de
HbH é influenciado pelo gendtipo da a-talassemia, sendo mais elevado em sindromes
com um maior excesso de cadeias B (SKOGERBOE et al., 1992). A observacédo de
corpos de inclusdo de HbH requer pratica do analista e tempo disponivel, além do fato
de que formas diferentes da a-talassemia podem mostrar padroes de precipitacao
também diferentes: as hemacias com corpos de inclusdo aparecem ocasionalmente
(uma a duas hemacias em aproximadamente 10 campos no aumento de 1000X) em
carreadores de gendétipo - -/aa e em carreadores de mutacdes ndo delecionais. Ja em
pacientes com doenca de HbH, podem ser visualizados numerosos eritrocitos com
precipitados de HbH (NAOUM, 1997; HARTEVELD & HIGGS, 2010). Assim, a auséncia
desses corpos ndo exclui a o-talassemia uma vez que mesmo em individuos com
delecdo de dois genes a, apenas uma ou duas inclusbes podem ser observadas apos
uma rigorosa busca (TRENT, 2006).

Em funcdo da impossibilidade de deteccdo através de qualquer teste bioquimico
convencional dos carreadores de a-talassemia que possuem um ou dois genes inativos
(SIVERA et al., 1997), tais formas da doenca em adultos podem ser sugeridas pela
presenca de uma leve microcitose e hipocromia e niveis normais de HbA, e HbF,
associados a auséncia de deficiéncia do ferro. Entretanto, o diagndstico preciso requer
a demonstracdo de mutacdes nos genes a-globinicos detectaveis por métodos de
biologia molecular; ou, ainda, por meio de estudos da sintese de cadeias globinicas

mostrando uma diminuicdo na razdo entre cadeias a e cadeias 3 (HILLIARD &
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BERKOW, 1996; ELDIBANY et al.,, 1999). Este ultimo método apresenta grande
acuracia, mas € bastante oneroso dificultando sua aplicacdo na rotina laboratorial
(ELDIBANY et al., 1999). Atualmente, varios testes diagnosticos confiaveis e rapidos,
utilizando reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido desenvolvidos para a
deteccédo das mutacdes mais comuns delecionais e ndo delecionais.

O diagnéstico genético da a-talassemia é importante ndo apenas para elucidar a
patologia molecular da doenca, mas também para a deteccdo do heterozigoto e
realizacdo do diagndstico pré-natal em familias que possuem risco de gerar individuos
com doenca de HbH e sindrome da hidropsia fetal (WAYE & CHUI, 2001; SHAJI et al.,
2003; LAFFERTY et al., 2007). Quando ambos os pais sdo carreadores de duas
delecdes do gene a em cis (--/aa), ha 25% de probabilidade do feto ser portador de
guatro delecdes e quadro clinico de hidropsia fetal (--/--) (TANG et al., 2001; LEUNG et
al., 2008).

A incidéncia relativamente alta do genétipo -0’ nas populacdes mundiais e sua
elevada frequéncia no Oriente Médio, Africa, india e outros paises constitui um real
problema para casais de risco, principalmente quando a frequéncia das outras
mutacdes causadoras de a-talassemia-1 (remoc¢ao parcial ou completa de ambos os
genes a ndo ocorrendo sintese de cadeias o no cromossomo no qual a mutacdo esta
presente) sdo também significativas (BAYSAL & HUISMAN, 1994). Além disso, embora
a anemia nos carreadores de a-talassemia esteja ausente ou seja discreta, é
importante diagnostica-los a fim de evitar analises laboratoriais repetidas e
desnecessérias que sdo, muitas vezes, onerosas (SIVERA et al., 1997; LAFFERTY et
al., 2007).

1.3.2 B-Talassemia

As [B-talassemias se referem a um grupo de disturbios genéticos da hemoglobina
em que ha uma sintese reduzida (B*-talassemia) ou até auséncia (B°-talassemia) na
producdo de cadeias B. O grau de reducdo da producdo de cadeias (3 € determinado
pelo tipo de mutacdo no gene B-globinico do cromossomo 11 (WEATHERALL, 1998;
WEATHERALL, 2000; HANDIN et al., 2003; GALANELLO & ORIGA, 2010). Essa
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reducdo (B*-talassemia) ou auséncia (B°-talassemia) de cadeias B resulta em excesso
relativo de cadeias a livres que se acumulam dentro das células eritroides. As cadeias a
livres ndo sdo capazes de formar tetrdmeros viaveis e precipitam-se formando corpos
de inclusdo nos precursores eritroides. Quando esta precipitacdo ocorre na medula
Ossea observam-se fenbmenos como peroxidacdo dos lipideos da membrana
eritrocitaria e geracdo de radicais livres, espécies ativadas do oxigénio. Além disso, o
excesso de cadeias a acumuladas e seus produtos de degradacao interagem com a
membrana, causando anormalidades na espectrina e banda 4.1. Desta forma, o0s
eritrocitos de pacientes portadores de -talassemia exibem uma deformabilidade celular
marcadamente reduzida com aumento da rigidez e diminuicdo da estabilidade
mecanica da membrana. Ainda em nivel de células eritroblasticas, a precipitacdo de
globinas a causa o bloqueio da sintese de DNA com consequente interrupgdo da
sintese de globinas. O somatoério dos mecanismos citados incluindo precipitacao de
globina a, rigidez celular e lesdo do DNA, provoca a eritropoese ineficaz responsavel
pela anemia e aumento da absorcdo do ferro observada nesta doenca. Os eritrocitos
com corpos de inclusdo compostos por globinas a, ao atingirem o sangue periférico,
sdo sequestrados nos sinusobides esplénicos durante a circulacdo em virtude de sua
rigidez associada as lesdes da membrana. O resultado dessa atuacéao fisiopatologica é
uma anemia hemolitica de graus variaveis com aumento da concentracdo de bilirrubina
indireta e esplenomegalia. Como em qualquer anemia verdadeira ocorre o estimulo
para a producéo de eritropoetina (EPO) com consequente expansao ineficaz da medula
o0ssea causando deformidades Osseas tipicas da talassemia (NAOUM, 1997;
WEATHERALL, 1998; WEATHERALL, 2000; HANDIN et al., 2003; SARNAIK, 2005;
SCHRIER & ANGELUCCI, 2005; GALANELLO & ORIGA, 2010; HIGGS et al., 2012).
As [-talassemias incluem trés grandes categorias clinicas: a [-talassemia maior
(completa auséncia da producéo de cadeias beta e heranca de dois alelos mutados no
gene (), associada a manifestacdes clinicas graves e quase sempre potencialmente
fatal; a B-talassemia menor (diminuicdo da producéo de cadeias beta e heranca de um
alelo mutado no gene ) com manifestacdes clinicas leves ou minimas; e formas

intermediarias entre a maior e a menor, a [(-talassemia intermediaria, com
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comprometimento parcial da expressdo dos genes e anemia menos grave que nao
requer transfusdes periddicas (HIGGS, 2004; URBINATI et al., 2006; GALANELLO &
ORIGA, 2010). Na B-talassemia menor e nas formas intermediarias leves, ha uma
anemia discreta e persistente, que piora em situacdes de sobrecarga do organismo,
como na gravidez, ocorréncia de doengas cronicas, verminoses, etc. De modo geral,
ndo ha necessidade de transfusdo de sangue (NAOUM, 1997; WEATHERALL, 2000).

Em casos raros de B-talassemia associada a outras caracteristicas, o defeito
molecular ndo se encontra no cluster do gene 3-globinico, mas, no gene que codifica o
fator de transcricdo TFIIH (B-talassemia associada a tricotiodistrofia) ou no fator de
transcricdo GATA-1 ligado ao cromossomo X (trombocitopenia com talassemia ligadas
ao cromossomo X) (VIPRAKASIT et al., 2001; FRESON et al., 2002).

Em relacdo a B-talassemia, a eletroforese de hemoglobina mostra auséncia ou
diminuicdo da HbA e aumento variavel de HbA, e HbF, conforme a deficiéncia para a
sintese de cadeias B (HILLIARD & BERKOW, 1996; NAOUM, 1997; LORENZI, 2003;
GALANELLO & ORIGA, 2010). Na B-talassemia menor, um aumento de HbA, € o
parametro indicador da presenca de tal hemoglobinopatia, embora existam outras
causas, contudo incomuns, como algumas hemoglobinas instaveis, hipertireoidismo e
anemia megaloblastica, onde HbA; estaria aumentada (SARNAIK, 2005; TRENT, 2006).

A microscopia nas talassemias revela hemacias de formas e tamanhos muito
variados (anisopoiquilocitose), presenca de hemécias em alvo, de esquisocitos,
ponteado basofilo e corpusculos de Howell-Jolly, além de eritroblastos cuja quantidade
esta relacionada ao grau de anemia e ndo sdo usualmente encontrados no filme
sanguineo de pacientes com formas menores de talassemia. A contagem de
reticulocitos é elevada e proporcional ao grau de hemolise (HILLIARD & BERKOW,
1996; LORENZI, 2003).

As dosagens de ferro, bilirrubinas, haptoglobinas, urobilinogénio fecal e urinario
mostram alteracfes caracteristicas de anemia hemolitica. H4 aumento da saturagédo da
transferrina e do RDW que se encontra elevado nas formas mais graves da talassemia
devido a significante anisocitose. Entretanto, o RDW tem valor normal, no caso da [3-
talassemia menor (ZAGO et al., 2005).
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1.3.3 Epidemiologia das talassemias

A talassemia € o disturbio monogénico mais comum do mundo (ANGASTINIOTIS
& MODELL, 1998). Carreadores de (-talassemia encontram-se em todo o mundo, com
maior frequéncia entre descendentes de paises do
Mediterraneo, Oriente Médio, Asia Central, india,
sul da China e em alguns paises em desenvolvimento (NOBILI et al., 2001; HIGGS et
al., 2012). Nas areas onde a talassemia € prevalente, a frequéncia de carreadores de a-
talassemia varia de 1% (no sul da Espanha) a 90% (populagbes tribais da india).
Similarmente, a frequéncia de carreadores da [3-talassemia pode variar de 1% (norte da
Itdlia) a 50-70% (em algumas regides do sudeste da Asia) (ANGASTINIOTIS &
MODELL, 1998). Varia¢cfes consideraveis ocorrem mesmo dentro de um unico pais.

Foi estimado que no mundo existem 270 milhdes de carreadores de alelos
mutantes da globina que podem potencialmente causar formas graves de talassemia e
hemoglobinopatia (incluindo a anemia falciforme), e todo ano nascem em torno de 300
a 400 mil criangas gravemente afetadas (ANGASTINIOTIS & MODELL, 1998). Também
tem sido observado nos ultimos 50 anos, que com a melhoria da economia mundial e a
diminuicdo global dos indices de mortalidade infantil, a talassemia esta rapidamente
emergindo como um grande problema de salde e econbmico em paises em
desenvolvimento, uma vez que as criangas com talassemia que de outra maneira teriam
morrido de infeccdo e ma nutricdo, agora sobrevivem e requerem tratamento por toda a
vida. Portanto, no mundo todo, a talassemia € um grave problema hematoldgico que se
encontra em ascensdo em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(WEATHERALL & CLEGG, 2001).

Além disso, os avancos no diagnostico das talassemias, particularmente a
introducdo de métodos moleculares no caso da a-talassemia na sua forma menor; e, 0
maior acesso da populacdo em geral a servigos de saude, possibilitou a realizagdo do
diagnostico de talassemia em individuos que anteriormente ndo tinham esclarecida a

causa da anemia, elevando, consequentemente, a frequéncia deste disturbio.
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1.3.4 Aspectos moleculares das talassemias

1.3.4.1 Alfa-talassemia

O complexo do gene alfa globinico inclui um gene embrionéario {, um pseudogene
¢, uma duplicacdo dos genes a inativos (pseudogenes |, e ;) e dois genes o
globinicos ativos (a; e o) dispostos na ordem 5 - Z - WZ - Yo . Py - 02 - 01 - 3 que
ocupam aproximadamente 30 Kb do braco curto do cromossomo 16, na banda 16p13.3.
Uma vez que todo individuo possui dois cromossomos 16, ha um total de quatro genes
a globinicos funcionais (aa/aa) (WAYE & CHUI, 2001; ZAGO et al., 2005).

A sequéncia dos genes a ao longo do cromossomo reflete sua ordem de
ativacdo e expressdo durante a ontogénese (BERNINI & HARTEVELD, 1998;
BARBOUR et al., 2000). Os genes globinicos a; e a; estdo localizados proximos ao fim
do brago curto do cromossomo 16, em uma regido que consiste de trés segmentos
duplicados (X, Y, Z) separados por regides ndo homologas I, Il e Ill. Os genes a estdo
inseridos nas subregiées homologas Z; e Z; e suas regides codificantes sao idénticas,
levando a producdo de cadeias globinicas iguais. As diferencas estruturais entre a, e
a; se restringem apenas ao segundo intron, & regido 3 no traduzida (3'-UTR) e ao sitio
poli-A (FOGLIETTA et al., 1996; TANG et al., 2001). Em geral, os genes a séao
compactos compreendendo 1 a 2 Kb, sendo divididos em trés exons separados por dois
introns (HIGGS et al., 1989). As principais sequéncias reguladoras estdo localizadas em
um segmento de 24 Kb, das quais a principal se situa a -40Kb da regido de capeamento
do gene C e é denominado HS-40 (HIGGS et al., 1990; ZAGO et al., 2005). Embora os
gene a3 e d, codifiguem cadeias globinicas idénticas, 0 gene a, € responsavel pela
producdo do dobro das cadeias globinicas quando comparado ao gene a;. Portanto,
mutac¢des no gene a, sdo mais comuns e levam a fenétipos mais graves (CHUI, 2005).

A oa-talassemia € uma das hemoglobinopatias mais comuns no mundo
(GARSHASBI et al., 2003; HARTEVELD & HIGGS, 2010) e a deficiéncia da cadeia
globinica a resulta de inativacdo parcial ou completa dos genes o globinicos

duplicados. Geralmente, a inativagcdo parcial é proveniente de mutacfes né&o
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delecionais ou delecdes curtas que envolvem um dos genes o, sendo denominada a-
talassemia-2 ou a’-talassemia, enquanto a completa inativagio ocorre devido as
delecdes de ambos os genes a, originando a o-talassemia-1 ou o°-talassemia. A
interacdo de a-talassemia-2 e a-talassemia-1 produz a doenca de HbH, a forma clinica
mais grave da a-talassemia compativel com a vida (SHALMON et al., 1994;
HARTEVELD & HIGGS, 2010). Estas alteracbes dos genes globinicos a, e/ou a;
causam uma reducdo ou mesmo uma completa supressdo da sintese de cadeias
globinicas a (FOGLIETTA et al., 1996).

O numero de genes globinicos a ndo mutados esta relacionado a ampla
diversidade clinica observada nas a-talassemias, que varia de um traco talassémico
silencioso a grave anemia. A o-talassemia-2 heterozigota (-a/aa) apresenta uma leve
deficiéncia de cadeias a proveniente da presenca de apenas trés genes funcionais,
enquanto a a-talassemia-2 homozigota (-a/-a) e a a-talassemia-1 heterozigota (--/aa)
tém uma deficiéncia moderada de cadeias a devido a presenca de dois Unicos genes
funcionais. Clinicamente, embora a delecdo de um ou dois genes a resulte em
microcitose e hipocromia, ha pouca ou nenhuma anemia. Contudo, a doenca de
Hemoglobina H (--/-a), resultado de uma combinacdo de uma a-talassemia-2
heterozigota e uma a-talassemia-1 heterozigota, apresenta uma significativa deficiéncia
de cadeias a causada pela delecdo de trés genes. Os pacientes portadores de doenca
de Hemoglobina H apresentam indices eritrocitarios bastante alterados e uma reducao
de 25% a 30% nos valores da hemoglobina e hematécrito (TANG et al.,, 2001).
Carreadores heterozigotos de delecbes causadoras de a-talassemia-1 possuem o
potencial risco de gerarem filhos com doenca de Hemoglobina H ou, ainda, com
hidropsia fetal (CHUI, 2005).

1.3.4.1.1 Delecdes causadoras de a*-talassemia ou a-talassemia-2

As a-talassemias resultam de mais de 80 mutacbes nos genes a-globinicos
(WEATHERALL, 2001). Ao contrario da B-talassemia, cujas mutacdes causadoras sao

principalmente mutacfes pontuais, a maioria dos defeitos genéticos nas a-talassemias
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sao delecoes (GARSHASBI et al., 2003). A heterozigose para a delecao de ambos os
genes a ligados (--/aa), conhecida como o-talassemia, causa anemia microcitica e
hipocrébmica discreta e assintomética. A maioria dos carreadores de uma Unica delegéo
(-a/aa) parece clinicamente e hematologicamente normal, embora se considerados
como um grupo, tais individuos apresentem valores de VCM e HCM levemente
reduzidos (VIPRAKASIT et al., 2003).

Dentre as dele¢bes Unicas do gene globinico a, a mais comum ¢é a perda de um
fragmento de 3.7 Kb (-a®), que inclui a porc&o final 3’ do gene oy, a regido intergénica
O»-0; € a porcdo 5’ inicial do gene a;, sendo produzida por um crossing-over desigual
ocorrido entre as regides homélogas Z, e Z; - crossing-over a direita (Figura 2 e Figura
3). Os dois produtos desta recombinacao sdo um gene a hibrido e um grupamento com

ani 3.7 (Figura 3). A delegéo -o*’ pode ser subdividida em trés

0 gene a triplicado aaa
tipos de acordo com o local do crossing-over dentro das regides Z: Tipo |, caso o sitio
de recombinacdo esteja a esquerda do sitio de restricdo da enzima Apal; Tipo Il se o
local do crossing-over estiver a direita do sitio de Apal. Neste dltimo caso, o gene a
hibrido perde o sitio de restricdo para a enzima (FOGLIETTA et al., 1996; CHEN et al.,
2000; CHONG et al., 2000; ZAGO et al., 2005). O tipo | € um gene recombinado a; que
possui as sequéncias 5 UTR pertencentes ao gene dy; o tipo Il consiste em um gene
hibrido a,/a; e o tipo Il consiste de um gene o, que retém suas sequéncias

flanqueadoras originais 5’ e 3' (BERNINI & HARTEVELD, 1998).
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Figura 2 - Delegdes causadoras de a’-talassemia. As regides duplicadas XYZ contendo os genes

a e as regibes ndo homologas (I, Il e Ill) estdo ind icadas. A extensdo de cada delecdo esta
representada por blocos sélidos (extraido e adaptad o de HIGGS et al., 1989)

Outra delecéo de um gene o comum é a delecéo de 4.2 Kb (-a*?) (CHONG et al.,
2000; GARSHASBI et al., 2003) que também apresenta uma triplicacdo aaa®?
correspondente a adicdo do segmento deletado. Esta delecao resulta de pareamento
errbneo e recombinacao entre sequéncias homologas localizadas no segmento X (X; e
X3), afetando todo o gene a, (Figuras 2 e 3) (FOGLIETTA et al., 1996; CHEN et al.,
2000; HANDIN et al., 2003).

As deleces que causam a-talassemia-2 (a*-talassemia), -0’ e -a*?, sdo as
formas mais comuns encontradas no mundo inteiro (KATTAMIS et al., 1996; URBINATI
et al., 2006). Ha evidéncias de que a o’-talassemia heterozigota confere prote¢éo
contra a malaria, o que pode ter contribuido para a elevada frequéncia de a*-talassemia
na Africa (MOCKENHAUPT et al., 2004).

Outros determinantes menos comuns de a-talassemia-2 sdo as delecdes -a’ e -
a3® (BAYSAL & HUISMAN, 1994; HANDIN et al., 2003).
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Figura 3 - Mecanismo de ocorréncia das delecdes - a*’ e -a*®. Crossing-over entre regides Z

alinhadas erroneamente originam 0S Cromossomos - a*’ e aao®’. De maneira semelhante, o

crossing-over entre regides X desalinhadas geram 0s cromossomos -a*? e aaa®™? (extraido e
adaptado de HIGGS, 1993).

Os individuos que possuem trés genes a funcionais apresentam indices
hematolégicos (VCM e HCM) normais ou apenas discretamente reduzidos. De forma
contraria, individuos com apenas dois genes a funcionais apresentam valores de VCM
e HCM claramente reduzidos. Geneticamente, estes podem ser homozigotos para o’-
talassemia (-a/-a) ou carreadores de a’-talassemia (- -/aa), uma forma severa da
doenca na qual ambos os genes a de um mesmo cromossomo séo inativos (LIU et al.,
2000).

1.3.4.1.2 Delecdes causadoras de o’ talassemia ou a-talassemia-1

Todas as delecdes causadoras de a’-talassemias removem parcialmente ou
completamente ambos 0s genes a e, portanto, ndo ha sintese de cadeias a no
cromossomo onde a delecdo estiver presente. Tais dele¢cdes sdo caracterizadas pelo
seu comprimento e local de descoberta (HIGGS et al., 1989; HIGGS, 1993;
WEATHERALL, 2001).
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As a’-talassemias alcancam a maior frequéncia no sudeste da Asia, onde em
algumas regides mais de 10% da populacdo é carreadora desta alteracdo. No leste do
Mediterraneo, as a’-talassemias também sdo bastante comuns (HIGGS &
WEATHERALL, 2009). A delecéo --°** é mais comumente encontrada no Sudeste da
Asia causando a’-talassemia. Esta delecdo envolve uma regido de aproximadamente
20 Kb e remove os genes Ya,, Yas, 0z, a3 € 0; (Figura 4 ). Outras delecdes encontradas

-THAle _FIL "sendo tais delecBes particularmente longas. A

em populacdes asiaticas séo -
prevaléncia da a-talassemia-1, principalmente devido ao genétipo -->**, é alta na Asia,
0 que faz com que a doenca de HbH e a hidropsia fetal causem um significante
problema de saude publica no sudeste asiatico. A delecdo HW compreende uma
extensdo de mais de 300 Kb removendo todo o cluster {-a-globinico e foi encontrada,
incialmente, em uma familia chinesa (Figura 4) (FISCHEL-GHODSIAN et al., 1988;
WAYE & CHUI, 1992; TANG et al., 1993; KATTAMIS et al., 1996; PORNPRASERT et
al., 2008; SINGER, 2009).

Nos paises do Mediterraneo, a migracdo populacional € um fenémeno
sociolégico comum que tem levado a uma dispersdo das variantes da o-talassemia
observadas em seus paises. Os tipos delecionais mais comuns nesta regido sdo -(a)?°?
e --"EP_ A deleco -(a)**° remove uma regido de 20.5 kb, enquanto --"=° apresenta um
ponto de quebra 5’ na regido 5’ de Y(; e o outro 3’ na regido 5’ de 8, (Figura 4 ) (ORKIN
& MICHELSON, 1980; NICHOLLS et al., 1985; KATTAMIS et al., 1996; CLARK &
THEIN, 2004). Outras delecdes observadas no Mediterraneo sdo -(a)*? e -->"AN
(PRESSLEY et al., 1980; VILLEGAS et al., 1990).

Embora dele¢des de um gene a sejam comuns entre africanos, a-talassemia-1 é
muito rara tornando dificil o encontro do fendtipo de hidropsia fetal nesta populacéo.
Entre as delecdes causadoras de a-talassemia-1 nesta regido pode ser citada a --°=°
gue remove aproximadamente 8.5 Kb e inclui ambos os genes a e o gene 6, (FEI et al.,

1992; KATTAMIS et al., 1996).



44

v} 10 kb 20 kb 30 kb
|

€2 Pil pe2 Yol o2 ol 81
__SEA
__FIL
__THAI

2 S = --HW
--MED
) "{{I]‘ED b

Figura 4 - DelegBes no grupamento a-globinico causadoras de a’-talassemia. Este grupamento
esté localizado no brago curto do cromossomo 16 pré ximo ao telémero. Os trés genes globinicos
ativos &,, a, e a; estdo representados por caixas vermelhas e os quat  ro pseudogenes por caixas
abertas. A extenséo das dele¢Ges esté representada  por linhas azuis (extraido de CHUI & WAYE,
1998).

Raras dele¢des causadoras de a-talassemia-1 removem a regido regulatoria que
se localiza a 40-50 Kb do cluster a deixando intactos os genes a globinicos. Esta regido
€ composta de quatro sequéncias consenso minimas altamente conservadas
evolutivamente e correspondem a sitios hipersensiveis a DNAse eritroide especifica e
denominados HS-48, HS-40, HS-33 e HS-10. Destes elementos apenas HS-40 é
essencial para a expressao dos genes a (HARTEVELD & HIGGS, 2010).

1.3.4.1.3 Formas nao delecionais

As formas ndo delecionais de a-talassemia envolvem mutacdes pontuais,
dele¢des ou insercdes de poucos nucleotideos resultando em expressao diminuida dos
genes a. Tais mutacbes atingem diferentes niveis da expressdo e regulacdo génica

incluindo splicing do RNA, adicdo da cauda poli-A, traducdo defectiva causada por
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frameshifts e mutacdes sem sentido e producdo de variantes da cadeia a globinica
altamente instaveis devido a mutacdes no codon de terminacdo (HIGGS &
WEATHERALL, 2009).

Ao contrario da p-talassemia, este tipo de mutacdo constitui a minoria das
alteracbes moleculares gerando a-talassemia. Quase todos os defeitos afetam a
expressao do gene a,, em concordancia com a expressao dominante deste gene e
podem levar aos fenétipos de ao'-talassemia ou o°talassemia (BERNINI &
HARTEVELD, 1998). Contudo, ao contrario da delecdo -a*? do gene a, nenhum
aumento compensatorio da expressdo do gene a; ocorre nas mutagdes nao delecionais
e, portanto, o fendtipo destas € mais grave que nas formas delecionais comuns,
assemelhando-se mais & a’-talassemia que a*-talassemia (HANDIN et al., 2003;
VICHINSKY, 2009; HARTEVELD & HIGGS, 2010).

a9y e o'a sdo duas formas ndo delecionais de a-talassemia causadas por
substituicbes de bases na sequéncia altamente conservada de poliadenilacdo AATAAA.
Tais mutacdes impossibilitam a sintese de mRNA normal de a, e, possivelmente,

também diminuem a expresséo do gene a; adjacente. a">*®

o consiste na alteracdo de
AATAAA _ AATAAG nesta regido do gene a, e a a'a consiste na substituicao
AATAAA - AATGAA, também no gene o, (THEIN et al., 1988; YUREGIR et al., 1992;
KATTAMIS et al., 1996).

A hemoglobina Constant Spring (HbCS) € a forma mais prevalente de a-
talassemia ndo delecional sendo originada de uma mutacdo TAA - CAA no codon
terminal do gene a,, resultando na producdo de cadeias a-globinicas anormalmente
alongadas. A sintese desta cadeia alongada se encontra reduzida, pois 0 mMRNA
transcrito € instavel, fazendo com que HbCS apresente um efeito semelhante a a-
talassemia (TANGVARASITTICHAI et al., 2005; SINGSANAN et al., 2007; SINGER,
20009).

Ja na hemoglobina Quong Sze, primeiramente descrita na China, ocorre uma
mutacdo no codon 125 CTG (leucina) para CCG (prolina) do gene a,. Esta variante esta

associada a niveis e atividade normais de amRNA, porém as cadeias a globinicas
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produzidas sdo altamente instaveis sendo rapidamente destruidas por protedlise
(HIGGS et al., 1989; WAYE & CHUI, 2001; ZAGO et al., 2005; SURA et al., 2007).

Nas regides do Mediterraneo as mutag¢des pontuais no gene o mais comuns Sao
GNCOI e Gth
cbédon de iniciacdo da traducdo ATG nos genes a; (ATG - ACG) e a; (ATG - GTG),
respectivamente, impedindo a traducdo. Esta alteracdo genética abole o sitio de

restricdo da enzima Ncol (FOGLIETTA et al., 1996; ZAGO et al., 2005).

. Os genétipos a"®a e aa* s&o causados por substituicdes de bases no

Ja a a"a é uma delecéo de cinco nucleotideos (o pentanucleotideo TGAGG) no
sitio doador de splicing do primeiro intron (IVS-l) do gene a, que remove o sitio de
restricdo da enzima Hphl (FOGLIETTA et al., 1996; ZAGO et al., 2005).

Em funcdo da migracdo populacional, os diversos genétipos causadores de a-

talassemia se encontram dispersos pelo mundo inteiro (Figura 5).

[ e Thalassaemia
B o=-Thalazsaemia

Figura 5 - A distribuicdo global das  a-talassemias. a' - formas nao delecionais de  a-talassemia
(extraido de WEATHERALL, 2001).
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1.3.4.2 Btalassemia

O complexo do gene 3 globinico compreende uma regido de cerca de 60 Kb do
braco curto do cromossomo 11 (11p15.15) onde se localizam cinco genes (5' - € - Sy -y
- B -0-B - 3) dispostos na mesma ordem de sua ativacdo durante o desenvolvimento
ontogenético (ZAGO et al.,, 2005). A expressédo destes genes € controlada por uma
regido localizada a cerca de 90 Kb acima do gene 3, denominada LCR (locus control
region). O LCR é formado por cinco sitios hipersensiveis a digestdo com DNAse, a
saber HS-1 a HS-5 (THEIN, 1998; HIGGS, 2004; ZAGO et al., 2005).

A sequéncia do gene beta no cromossomo 11 envolve 1600 bp e codifica 146
aminoacidos, sendo que a regiado transcrita esta contida em trés éxons separados por
dois introns. Algumas sequéncias conservadas importantes para a fungdo génica sao
encontradas na regido promotora 5, nas juncgdes intron-éxon e na regido 3' nao
traduzida (3'-UTR) no final do mRNA (THEIN, 1998; PANIGRAHI & AGARWAL, 2008).

As B-talassemias sdo heterogéneas ao nivel molecular. Mais de 200 mutacdes ja
foram identificadas, sendo a maioria, substituicbes de um udnico nucleotideo ou
delecBes e insercdes de oligonucleotideos levando a mudanca na fase de leitura do
DNA (mutagdes frameshift) (THEIN, 1998; CAO & GALANELLO, 2010).

As p°-talassemias, caracterizadas pela auséncia completa da producdo de
cadeias beta, resultam de delecdes, mutacbes no cédon de iniciacdo, mutacBes sem
sentido (nonsense), mutacfes frameshift e mutacdes na regido de processamento do
RNA (splicing). Por outro lado, as B*-talassemias, caracterizadas pela reducéo da
producdo de cadeias beta, sdo resultantes de mutacdes na regido promotora (ou a
regido CACCC ou o TATA box), no sinal de poliadenilagdo e nas regides 5’ ou 3’ ndo
traduzidas e na regido de processamento do RNA (CAO & GALANELLO, 2010).

Ao contrario da o-talassemia, a B-talassemia raramente € causada por grandes
delecdes afetando o gene da beta globina. Apenas a delecédo de 618 bp na extremidade
3’ final do gene B é comum na india e Paquistdo. Dele¢des parciais ou totais do LCR
podem inativar o gene beta, mesmo deixando-o intacto (PANIGRAHI & AGARWAL,
2008; HIGGS & WEATHERALL, 2009; CAO & GALANELLO, 2010).
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Alguns estudos sobre a prevaléncia das mutagfes causadoras de (-talassemia
foram realizados no Brasil. Entre estes, o de Reichert et al. (2008) que investigaram
quais as mutacfes da [-talassemia ocorriam em uma populagédo de 127 individuos no
Rio Grande do Sul, estado este, que recebeu grande contingente de imigrantes
italianos. A mutagcdo mais comum em pacientes com fenétipo de B*-talassemia foi a
IVS-l 110 G>A encontrada em 21 pacientes e, em pacientes com fenétipo de B°-
talassemia, foi a mutacdo nonsense no coédon 39, encontrada em 59 individuos. Esta
frequéncia foi similar a observada em populacdes do Mediterraneo.

Bertuzzo et al. (1997), em S&o Paulo, estudaram 70 pacientes heterozigotos para
B-talassemia e observaram que 45 individuos possuiam a mutacdo nonsense no cédon
39.

J& na regido nordeste do Brasil, Aradjo et al. (2003) observaram que as
mutacbes mais freqiientes foram B'IVS-1-6 (T-C) e BIVS-I-1 (G-A). Em recente
estudo, conduzido por Silveira et al. (2011) no Rio Grande do Norte, foi observado que,
dos 31 pacientes heterozigotos para B-talassemia, 13 possuiam a mutacédo B'IVS-I-6 e
15 possuiam a mutacdo B°IVS-I-1. Em todos os quatro pacientes homozigotos para a p-
talassemia foi encontrada a mutacéo IVS-1-6. Segundo estes pesquisadores, a elevada
frequéncia das mutacdes IVS-I-6 e IVS-I-1 resulta da contribuicdo portuguesa na
genética da populacdo do Rio Grande do Norte. Estes estudos demonstram a

heterogeneidade das mutacdes causadoras de B-talassemia no Brasil.

1.4 Anemia da doencga cronica

A anemia da doenca crbnica apresenta trés grandes causas clinicas: infeccao,
inflamacé&o e neoplasia, que séo responsaveis por 75% dos casos deste tipo de anemia
(FITZSIMONS & BROCK, 2001). Atualmente, a anemia da doenca cronica é a anemia
mais frequente entre pacientes hospitalizados, particularmente quando se analisam
pacientes com idade superior a 65 anos, e € a segunda causa mais frequente de
anemia, apés a anemia ferropriva. Esta sindrome clinica se desenvolve comumente nos

casos de doencgas inflamatorias e infecciosas crénicas, cancer, ou doencas autoimunes
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(CANCADO & CHIATTONE, 2002; WEISS, 2002; ROY et al.,, 2003; MEANS, 2004;
RAJ, 2008).

Atualmente, considera-se a ADC, em parte, como uma alteracdo no metabolismo
do ferro causada pela producdo de citocinas por células do SRE estimuladas pela
resposta inflamatéria (MEANS & KRANTZ, 1992; CULLIS, 2011). Diferentes
mecanismos contribuem para a ADC, tais como o desvio cinético do ferro da circulacao
para o armazenamento no SRE, diminuicAo da eritropoese, baixa producdo de
eritropoetina em relacdo ao grau de anemia, associada a uma menor resposta dos
precursores eritréides medulares a esta, eritrofagocitose e invasdo da medula 0ssea por
patdgenos e células tumorais (WEISS, 2005; RAJ, 2008; CULLIS, 2011).

O diagnostico da ADC € frequentemente considerado um diagndéstico de
exclusdo. Contudo, existem caracteristicas que juntamente com um perfil clinico
compativel, podem estabelecer o diagnostico. Na avaliacdo laboratorial constata-se,
geralmente, uma leve a moderada anemia normocitica-normocréomica (WEISS, 2005),
podendo nos casos de evolucédo lenta ou diminui¢cdo do conteudo de ferro corporal total,
tornar-se microcitica/hipocrémica (ROY et al., 2003). O RDW geralmente é normal ou
apenas levemente aumentado, a diminuicdo da hemoglobina ndo chega a niveis tdo
baixos quanto os da ferropriva, a contagem de reticulocitos € baixa (OLIVEIRA &
NETO, 2004).

Em relacdo aos parametros férricos podemos encontrar baixos ou normais o
ferro sérico, a saturacdo de transferrina e as concentragdes de transferrina (WEISS,
2005). Os valores de capacidade de ligacéo total do ferro encontram-se usualmente
diminuidos (WONG et al., 1996). Porém, com relacdo ao ferro sérico, sua diminuicéo é
mais comum, pois a inducdo de hipoferremia € uma marca caracteristica no
desenvolvimento da ADC (WEISS, 2005). Por outro lado, os niveis séricos de ferritina
estdo normais ou aumentados (WONG et al., 1996; WEISS, 2002; ROY et al., 2003).

1.5 indices para a diferenciacéo entre anemia ferro  priva e talassemias menores

A microcitose é uma manifestagdo comumente presente em algumas anemias e

constitui importante indicativo para limitar o diagnostico clinico a quatro condi¢cdes bem
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definidas, sendo estas a deficiéncia do ferro, as talassemias menores, a ADC e a
anemia sideroblastica. Em nosso meio, as anemias microciticas e hipocrébmicas mais
comuns séo: a anemia ferropriva, ADC e talassemias menores.

Quando o diagndstico € baseado somente nos parametros do hemograma e na
morfologia dos eritrocitos, a talassemia menor, usualmente uma anemia microcitica de
grau leve a moderado, pode ser diagnosticada erroneamente como anemia ferropriva.
Porém, é clinicamente importante diferenciar entre estas duas anemias, uma vez que
apresentam patogénese, tratamento e prognostico inteiramente diferentes. A anemia
ferropriva é facilmente corrigida pela suplementacdo com ferro, enquanto o mesmo
tratamento na talassemia menor deveria ser usualmente evitado (LAFFERTY et al.,
1996; ELDIBANY et al., 1999; YERMIAHU et al., 1999). Além disso, o diagndstico
diferencial das anemias microciticas se torna, muitas vezes, complexo em virtude da
concomitancia de doencas, além de demandar tempo e apresentar uma investigacao
laboratorial com custos significativos (TILLYER & TILLYER, 1994; MELO et al., 2002).

Com a finalidade de racionalizar a abordagem diagndstica, tem sido proposto o
uso de indices derivados de parametros comumente disponiveis em modernos
contadores automaticos. Estes indices poderiam, assim, proporcionar uma andlise mais
rapida e menos onerosa fornecedora de valiosos indicios da presenca de anemia
ferropriva ou talassemia menor (MELO et al., 2002; ALFADHLI et al., 2006).

Vérios indices desenvolvidos com esta finalidade podem ser citados, sendo nove
testados no presente estudo para a verificagdo de sua eficiéncia na distingdo entre
anemia ferropriva e talassemias menores, a saber: indice de Mentzer (IM), indice de
Srivastava (ISR), Shine & Lal (SL), indice do RDW (IRDW), indice de Green & King
(IGK), indice de Ehsani (IE), indice de Sirdah (IS), indice de Ricerca (IR) e um indice
desenvolvido em trabalho de Mestrado (MATOS, 2007), denominado Novo indice (NI),
gue apresentou grande acuracia na distincao entre anemia ferropriva e B-talassemia
menor (MENTZER, 1973; SRIVASTAVA, 1973; SHINE & LAL, 1977; RICERCA et al.,
1987; GREEN & KING, 1989; JAYABOSE et al., 1999; EHSANI et al., 2005; MATOS,
2007; SIRDAH et al., 2008). As férmulas e os valores de cut-off destes indices séo

descritos na Tabela 2 da secédo Material e Métodos.
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1.5.1 Novo indice

Uma formula matematica para a diferenciacdo entre anemia ferropriva e
talassemias menores foi desenvolvida em dissertacdo de Mestrado (MATOS, 2007) em
parceria com o Servico de Estatistica da UFMG. Os valores de todos os parametros
hematimétricos dos pacientes envolvidos no referido estudo (23 pacientes portadores
de p-talassemia menor e 83 pacientes portadores de anemia ferropriva) foram
encaminhados ao Servico de Estatistica da UFMG no intuito de verificar o possivel
estabelecimento de um novo indice para diferenciacdo entre anemia ferropriva e -
talassemia menor. Além disso, esperava-se que tal férmula discriminante apresentasse
grandes percentuais de sensibilidade e especificidade, preferencialmente superiores ao
indice de Green & King, o qual mostrou maior eficiéncia dentre os indices testados por
ocasido do referido estudo.

Para a criacdo deste novo indice foram empregadas a Analise de Discriminante
de Fisher (linear) e a analise discriminante néo linear além da plotagem da curva ROC
(Receiver Operator Characteristic Curve). A Andlise de Discriminante € uma técnica
utilizada para a classificacdo dos elementos de uma amostra ou populagdo. Para a sua
aplicacdo, € necessario que 0s grupos para os quais cada elemento amostral pode ser
classificado, sejam bem definidos e conhecidos a priori, de acordo com suas
caracteristicas gerais. Com isso, 0 conhecimento sobre os grupos permite a elaboracao
de uma func¢do matematica, fundamentada na teoria das probabilidades, para classificar
um novo elemento (Maiores detalhes do desenvolvimento do Novo indice utilizando a
Andlise de Discriminante podem ser obtidos no Anexo A).

Algumas medidas de acuracia e suas propriedades, entre estas o poder
discriminativo, s@o utilizadas para diferenciar entre modelos distintos que estdo
avaliando os mesmos resultados, ou entre diferentes versées do mesmo modelo
prognostico. O poder discriminativo de um modelo é a sua habilidade de distinguir de
forma precisa entre aqueles individuos que se apresentam ou ndo com um determinado
resultado. A discriminacdo pode ser avaliada por muitos meétodos incluindo
sensibilidade, especificidade, valores preditivos, razdo de verossimilhanca e a area sob

a curva ROC.
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A curva ROC constitui um método estatistico grafico que avalia a acuracia
diagndstica de um marcador (teste diagndstico) para distinguir entre duas populacoes.
Esta curva é uma técnica indicada para escolher os pontos de corte (cut-offs) mais
adequados de um determinado teste, segundo seus niveis de sensibilidade e
especificidade. O melhor valor de cut-off € o ponto na curva ROC onde a combinacao
de sensibilidade e especificidade sdo maximas. Basicamente, a area sob a curva ROC
reflete a probabilidade com que um modelo progndstico discriminara corretamente entre
dois individuos quando um deles tem o evento em questdo e o outro ndo. A area sob a
curva ROC é um valor que varia entre zero e um. Um valor de 0,50 significa que o
modelo proposto ndo pode discriminar melhor do que qualquer ferramenta usada de
maneira aleatéria; enquanto o valor de um (1) representa uma perfeita discriminagao.
Um marcador biolégico que possui uma area sob a curva ROC de um (1) diferenciara
perfeitamente individuos doentes (sensibilidade igual a um) dos saudaveis
(especificidade igual a um) (HANLEY & MCNEIL, 1982; MARGOLIS et al., 2002;
FLUSS et al., 2005; PERKINS & SCHISTERMAN, 2006).

Um requisito para a utilizacdo da funcdo discriminante de Fisher é que as
variaveis indicadas para compor o indice tenham distribuicdo normal nos dois grupos de
pessoas separadamente e que a distribuicdo conjunta destas variaveis seja normal
multivariada. Contudo, foi decidido trabalhar com todas as variaveis do hemograma
uma vez que o tamanho da amostra foi pequeno e, portanto, sensivel a qualquer desvio
minimo da normalidade ou valor extremo, além da perspectiva de validar a nova férmula
utilizando um banco maior de dados. Desta forma, foram realizadas todas as
combinacgdes possiveis entre as variaveis do hemograma. Posteriormente, foi plotada a
curva ROC e, baseando-se na maior area sob a curva, a formula com melhor
desempenho foi aquela que levou em consideracdo 0s parametros numero de
hemacias e CHCM.

Finalmente, o indice final ajustado apresentou a seguinte formula:

I =1,91xHm + 0,44xCHCM
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O novo indice apresentou um ponto de corte com o valor de 23,85. Se o valor
encontrado para um determinado paciente for menor que 23,85, este é classificado
como portador de anemia ferropriva, enquanto valores superiores a 23,85 classificam o
individuo como portador de talassemia menor.

As estimativas de sensibilidade e de especificidade do teste para anemia
ferropriva, usando o ponto de corte citado, foram 0,94 e 0,87, respectivamente;
enquanto as estimativas destes parametros para o indice de Green & King foram 0,95 e
0,78, respectivamente.

Com o objetivo de fazer uma comparacdo mais refinada do indice obtido com o
ja conhecido IGK, foi feita a curva ROC para os dois indices usando o programa SPSS
12.0.1 (Figura 6). Aquele indice que apresenta maior area sob a curva é o que melhor

discrimina os dois grupos.
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Figura 6 - Curvas ROC para o indice de Green & King (IGK) e o Novo indice .



As &reas sob a curva foram 0,868 e 0,895 para o indice de Green & King e o

Novo indice (NI), respectivamente.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da anemia ndo ser considerada uma condicao clinica grave pela maioria
dos médicos, esta € mais comum do que se imagina (GOODNOUGH & NISSENSON,
2004). As anemias se tornam, assim, um grande problema de saude publica. Como
exemplos, a anemia ferropriva cuja prevaléncia em diferentes regiées do mundo varia
de 12 a 43% e a ADC, muito frequente entre pacientes hospitalizados (BREYMANN,
2002; WEISS, 2002). A deficiéncia de ferro é a mais comum das altera¢des nutricionais
na infancia, ndo apenas nas nac¢des em desenvolvimento, mas também em paises
altamente industrializados (COUTINHO et al., 2005). Os numeros sdo assustadores: 2
bilhbes de pessoas (em torno de 30% da populacdo mundial) sdo anémicos,
principalmente devido a deficiéncia do ferro, situacéo frequentemente exacerbada pela
malaria e algumas doencas parasitarias em paises em desenvolvimento (WHO, 2012).
Além disso, a deficiéncia do ferro possui importante impacto funcional em humanos por
trazer também consequéncias econdémicas, tais como menor habilidade cognitiva nas
criancas e diminuicdo da capacidade de trabalho em adultos (HORTON & ROSS, 2003;
WHO, 2012).

Da mesma forma, as talassemias constituem os distarbios genéticos mais
comuns no mundo inteiro, causando também um grande problema de salde publica. A
melhor estimativa disponivel indica que 250 milhdes, correspondentes a 4,5% da
populagdo mundial, sdo heterozigotos para um defeito no gene da globina (TUZMEN &
SCHECHTER, 2001). Torna-se, assim, de grande importancia um estudo de
caracterizacdo de tais anemias, na tentativa de se otimizar o diagndstico diferencial
entre estas utilizando-se, se possivel, apenas um hemograma. A possibilidade de
simplificacdo do diagnostico se reveste de particular importancia considerando que
grande parcela da populacao ndo dispde de recursos para exames mais detalhados, ou
ainda, que ndo tenham sido solicitados pela clinica médica. Com esta finalidade, a
utilizacdo de varias formulas derivadas de parametros disponiveis em contadores
automaticos tem sido proposta (GREEN & KING, 1989; SIRDAH et al., 2008).
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Desta forma, a expectativa de que um estudo minucioso sobre os varios indices
gue se valem dos parametros do rotineiro hemograma e, em especial, de um Novo
indice (MATOS, 2007) pudesse propiciar um direcionamento na distingdo entre
talassemias menores e anemia ferropriva, tanto em laboratérios clinicos como na
pratica médica, interferindo positivamente no diagnéstico e tratamento dos pacientes,
motivou o desenvolvimento deste trabalho. Dessa forma, gastos adicionais poderiam
ser evitados e o tratamento seria direcionado a cada uma das anemias.

Outra questao a ser respondida é a prevaléncia de a-talassemia em nosso meio.
Originalmente, as a-talassemias eram endémicas apenas nas regides tropicais e
subtropicais atingidas pela maléria, mas a recente migracdo de pessoas destas areas
resultou numa disseminacdo mundial desta doenca (LIU et al., 2000). A populacdo
brasileira apresenta alto grau de mistura racial entre descendentes europeus, africanos,
indigenas e asiaticos, 0 que traz elevadas frequéncias de alteracbes da hemoglobina
gue refletem a diversidade de origens raciais em cada regido do pais (ZAGO & COSTA,
1985). No Brasil, a frequéncia da a,-talassemia causada pela delecao de 3.7 Kb varia
de 20 a 25% na populacdo afro-descendente (SONATI et al.,, 1991). Em trabalho
posterior, foi observada, na Bahia, uma frequéncia de 22,2% de -o*’ (ADORNO et al.,
2005).

O estudo realizado por Borges et al. (2001) demonstrou que a o-talassemia,
principalmente devido a delecdo de 3.7 Kb, é uma importante causa de microcitose e
hipocromia em individuos sem anemia. Foi observado que a populacdo negra brasileira
ndo anémica possui 70,4% de probabilidade de ser carreadora de a-talassemia e que
entre caucasianos brasileiros a chance é de 41,5%, um percentual ainda considerado
elevado. Orlando et al. (2000) observaram que em 262 doadores de sangue recrutados
em S&o Joseé do Rio Preto, Sdo Paulo, o traco talassémico a e 3 estava presente em
1,90 e 0,38% desta populagdo, respectivamente, porém, o referido estudo né&o
contemplou anélise molecular. Segundo Modell & Darlison (2008), no minimo 20% da
populacdo mundial € carreadora de a*-talassemia.

Estudos descritos na literatura, valendo-se de técnicas de biologia molecular, tém
relatado que a frequéncia de a-talassemia em nosso pais é bastante elevada (SONATI
et al.,, 1991; BORGES et al. 2001; WAGNER et al. 2010). Por experiéncia pessoal e por
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meio de comunicacdes pessoais, ndo temos observado a frequéncia relatada pela
literatura, por métodos convencionais. Assim, tal fato merece uma minuciosa
investigacao, principalmente em Minas Gerais que constitui um estado com grande
contingente de afrodescendentes. Estas populacfes, em teoria, possuem maior
possibilidade de apresentar o traco a-talassémico considerando suas origens étnicas.

Por outro lado, € comum o encontro de individuos que relatam persistente
anemia microcitica e hipocromica leve e ndo responsiva ao ferro, sem evidéncia de
gualquer outro sinal atribuivel as doencas cronicas. Estas caracteristicas levantam forte
suspeita de serem portadores de a ou B-talassemia, cujo diagnostico ndo é confirmado.
Entdo, a baixa prevaléncia de a-talassemia poderia ser justificada por uma
subestimativa da hemoglobina H devido a bandas tdo ténues que nao permitem
identificacdo visual na eletroforese, bem como pela impossibilidade de deteccao de
inclusdes desta hemoglobina coradas por corante supravital.

Diante do exposto acima, surgem alguns questionamentos:

- Existem erros pré-analiticos ou analiticos que inviabilizam um resultado
compativel com a a-talassemia?

- Os métodos convencionais disponiveis no laboratério clinico para diagnostico
de a-talassemia séo significativamente sensiveis para detectar este disturbio em suas
formas menores?

O fato de a-talassemia ndo ser diagnosticada dentro do amplo espectro de
anemias microciticas e hipocrémicas em nosso meio, em contraposi¢cdo aos dados de
outros estudos e aos fatores epidemioldgicos existentes, nos remeteu a uma
duplicidade de hipoteses envolvendo o uso de métodos laboratoriais inadequados (com
baixa sensibilidade) ou o uso de amostra também inadequada (amostra ndo recente),
ou ainda, pode estar indicando uma frequéncia muito baixa da doenca em nosso meio.

A potencialidade de utilizagcdo dos conhecimentos gerados pelo presente estudo,
aliado as incertezas sobre o diagnéstico laboratorial das a-talassemias bem como os
aspectos contraditérios entre os relatos da literatura e as observacdes pessoais,

serviram de subsidios e de incentivo para a realiza¢do do presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho de um Novo indice (NI) na diferenciaco entre anemia ferropriva
e talassemias menores, utilizando métodos hematoldgicos convencionais e moleculares
como referéncias nesta avaliagdo; bem como diagnosticar, através destes métodos, 0s
casos de a-talassemia em um grupo de pacientes atendidos em dois hospitais publicos

de Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar as principais mutacdes da a-talassemia em nosso meio, utilizando os
resultados como padrao-ouro no diagnéstico da a-talassemia.

2) Investigar o poder de discriminacdo de nove indices citados na literatura, entre estes
o de Green & King (1988), para o diagndstico diferencial entre anemia ferropriva e
talassemias menores.

3) Determinar a acuracia do Novo indice (NI) para a confirmacdo do diagndstico de a e
[-talassemias do tipo menor, diferenciando-as da anemia ferropriva.

4) Determinar o grau de concordancia entre os métodos convencionais e a aplicagdo
dos indices para o diagndstico das talassemias menores.

5) Determinar o grau de concordancia entre os métodos convencionais e metodos

moleculares para o diagndstico de a-talassemia.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado nos Comités de Etica das seguintes Instituicées:
Universidade Federal de Minas Gerais (Parecer 344/09 - Anexo B), Hospital das
Clinicas (Parecer 114/09 - Anexo C) e Hospital Governador Israel Pinheiro (Parecer
129/09 - Anexo D).
4.2 Casuistica

4.2.1 Pacientes do Hospital das Clinicas (Grupo 1)

Este grupo foi composto de 30 pacientes adultos os quais apresentavam VCM
abaixo de 80 fL, com caracteristicas clinicas e laboratoriais sugestivas de a-talassemia,
e pacientes que apresentavam, além de VCM abaixo de 80 fL, eletroforese de
hemoglobina com padrédo HbAA, e dosagem de HbA, acima de 3,5% (ZAGO et al.,
2005), quadro compativel com B-talassemia menor. Estes pacientes foram recrutados
no Ambulatorio de Hematologia do Hospital das Clinicas em Belo Horizonte — MG.
Todos os pacientes portadores de doencas malignas e inflamatérias/infecciosas foram
excluidos deste grupo, com base em dados clinicos e informagfes pessoais obtidas por
preenchimento de ficha clinica (Apéndice A).

Foram obtidos 5 mL de sangue venoso em EDTA, ap0s assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice B). Esta amostra de sangue foi utilizada
para o estudo genético.

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos através dos prontuarios dos
pacientes, incluindo resultados da dosagem de ferritina (método: Quimioluminescéncia;
aparelho Immulite® da DPC®), eletroforese de hemoglobina em pH alcalino (método:
eletroforese em pH 8,6 utilizando sistema semi-automatizado Hydrasys® da Sebia®),
dosagem de HbA, (método da eluicdo da fita eletroforética com determinacgéo relativa
dos diversos tipos de hemoglobinas), dosagem de HbF (método de Betke), contagem
de reticulocitos (coloragdo de azul de cresil brilhante), pesquisa de HbH (coloracdo de

azul de cresil brilhante) e hemograma (contador automético Sysmex® XE-2100 da
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Sysmex®). Os dados referentes ao hemograma foram utilizados para validacdo do Novo
indice (MATOS, 2007).

4.2.2 Pacientes do IPSEMG (Grupo 2)

Neste grupo, foram avaliados 197 pacientes, com idade superior a 18 anos,
apresentando hemoglobina inferior a 12 g/dL e 13 g/dL para mulheres e homens,
respectivamente, VCM abaixo de 80 fL e ferritina inferior a 6 ng/mL para mulheres e 28
ng/mL para homens (kit Ferritin, Access®), recrutados no Hospital Governador Israel
Pinheiro (IPSEMG) em Belo Horizonte - MG. Todos os pacientes portadores de
doencas malignas e inflamatorias/infecciosas foram excluidos deste grupo.

Foram obtidos 5 mL de sangue venoso em EDTA que foram utilizados para a
analise molecular. Os participantes deste grupo ndo assinaram o0 termo de
consentimento livre e esclarecido conforme dispensa concedida pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Governador Israel Pinheiro, porquanto foi utilizado apenas o
refugo das amostras dos pacientes selecionados, sem necessidade de coleta adicional
de sangue.

Além da amostra de sangue venoso, também foram obtidos os resultados do
hemograma (contador automatico ABX Pentra DX-DF 120 da Horiba Medical®) e
ferritina (método: Quimioluminescéncia; aparelho Access® Immunoassay System da
Beckman Coulter®) destes individuos. Os dados referentes ao hemograma foram
utilizados para validagdo do Novo indice (MATOS, 2007).

4.3 Extracao de DNA a partir de sangue total

O DNA foi extraido a partir de células leucocitarias obtidas de sangue total
coletado em EDTA, utilizando-se o Kit Gentra Puregene Blood (QIAGEN) seguindo as
recomendacdes do fabricante com pequenas modificacdes (Apéndice C). As amostras
de DNA extraido foram armazenadas no freezer a — 80°C para posterior pesquisa das

mutacoes.
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4.4 Protocolo para estudo das mutacdes

A analise molecular compreendeu a deteccdo das principais mutacdes
delecionais e nao-delecionais, segundo a frequéncia relatada em trabalhos
epidemioldgicos sobre a-talassemia publicados.

A investigacdo das mutacOes delecionais 3.7, 4.2, MED, 20.5, SEA, FIL e THAI
foi realizada pela técnica de PCR Multiplex na qual varias regibes do DNA sao
amplificadas simultaneamente. O protocolo utilizado para a reacdo (Apéndice D) foi
otimizado no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Farmécia da UFMG de
acordo com a metodologia descrita por Tan et al. (2001) sendo utilizados
oligonucleotideos sintetizados pela Promega®, cujas sequéncias (Tabela 1) também
foram descritas pelos mesmos pesquisadores. A reacdo para a deteccdo de tais
mutac¢des delecionais (3.7, 4.2, 20.5, SEA, THAI, FIL e MED) possui um controle para
verificacdo do sucesso da amplificacdo, o gene LIS1 localizado no cromossomo 17.
Apoés a amplificacdo, o produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%.

Hphl

O protocolo para a detecgdo da mutagéo a (Apéndice E) foi padronizado no

Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Farmacia da UFMG de acordo com
a metodologia de Foglietta et al. (1996). Para a anélise da mutac&o nao delecional a"P",
o produto da amplificacdo génica apds a PCR foi digerido pela enzima de restricdo Hphl
em uma reacdo de PCR-RFLP segundo o protocolo de digestdo descrito no Apéndice
E. O produto da digestéo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

As reacOes de PCR para a deteccdo das mutacdes delecionais foram realizadas
no termociclador MJ96+ (Biocycler), enquanto as reagdes para a detec¢géo da mutacéo
nao delecional Hphl foram realizadas no termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.).

A extensdo das sete delecbes e as posicles relativas dos oligonucleotideos

estdo representadas na Figura 7.
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Y e Z e das regides hipervaridveis (HVRs) também es tdo representadas (extraido de TAN et al.,
2001).
Tabela 1- Sequéncias dos primers utilizados para a deteccdo das mutacdes delecionai s e ndo
delecionais da a-talassemia.
Delecao Primer Sequéncia5 - 3 Concentragéo Referéncia
do Primer do Primer Bibliogréafica
3.7 a,/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0,2 uM TAN et al., 2001
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0,2 yM TAN et al., 2001
4.2 4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0,5 uM TAN et al., 2001
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0,5 puM TAN et al., 2001
SEA SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0,2 uM TAN et al., 2001
SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0,2 uM TAN et al., 2001
FIL FIL-F TTTAAATGGGCAAAACAGGCCAGG 1,0 uM TAN et al., 2001
FIL-R ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC 1,0 uM TAN et al., 2001
THAI THAI-F GACCATTCCTCAGCGTGGGTG 0,3 uM TAN et al., 2001
THAI-R CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG 0,3 M TAN et al., 2001
MED MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 0,2 uM TAN et al., 2001
MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 0,2 uM TAN et al., 2001
205 20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 0,2 uM TAN et al., 2001
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0,2uM TAN et al., 2001
Hphl L TCCCCACAGACTCAGAGAGAACC 18 pM FOGLIETTA et al., 1996
D AACACCTCCATTGTTGGCACATTCC 18 pM FOGLIETTA et al., 1996
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4.5 Aplicacao de indices discriminativos entre anem  ia ferropriva e talassemias
menores

Foram calculados e interpretados os valores de nove indices discriminativos
utilizando as formulas e os valores de cut-off descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Foérmulas e valores de

cut-off para nove indices de discriminagdo entre anemia
ferropriva e talassemia menor.

indice Férmula Valor de cut-off
IGK [(VCM)2 XRDW]/(Hbx100) AF>72
Tal<72
NI 1,91xHm + 0,44xCHCM AF<23,85
Tal>23,85
ISR HCM/Hm AF>3,8
Tal<3,8
IRDW VCMxXRDW/Hm AF>220
Tal<220
SL (VCM)2XHCM AF>1530
Tal<1530
IM VCM/Hm AF>13
Tal<13
IE VCM — 10xHm AF>15
Tal<15
IS VCM — Hm — 3xHb AF>27
Tal<27
IR RDW/HmM AF>4.4
Tal<4,4

AF - anemia ferropriva, Tal - talassemia menor, IGK - indice de Green & King, NI - Novo indice, ISR -
indice de Srivastava, IRDW - indice do RDW, SL - indice de Shine & Lal, IM - indice de Mentzer, IE -
indice de Ehsani, IS - indice de Sirdah, IR - indice de Ricerca, VCM - volume corpuscular médio, HCM -

hemoglobina corpuscular média, CHCM - concentragcdo de hemoglobina corpuscular média, Hm - nimero
de hemacias, Hb - hemoglobina, RDW - indice de anisocitose eritrocitaria.
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4.5 Andalise Estatistica

A verificacdo de normalidade dos parametros hematolégicos foi realizada
utilizando o software Minitab 14, Teste de Anderson-Darling.

A andlise estatistica para investigar a presenca de diferenca significativa entre os
parametros hematoldgicos dos trés grupos de pacientes (anemia ferropriva, anemia
ferropriva em concomitancia com talassemia menor e talassemia menor) foi realizada
utilizando o software Prisma 5 e teste de Kruskal-Wallis seguido da aplicacédo do teste
de Dunn’s. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Com a finalidade de investigar o desempenho dos indices acima foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade, eficiéncia, indice de Youden
segundo as formulas abaixo:

- Sensibilidade = verdadeiro positivo/(verdadeiro positivo + falso negativo)

- Especificidade = verdadeiro negativo/(verdadeiro negativo + falso positivo)

- Eficiéncia = (verdadeiro positivo + verdadeiro negativo)/(verdadeiro positivo +
verdadeiro negativo + falso positivo + falso negativo)

- indice de Youden = (sensibilidade + especificidade) - 100

A sensibilidade € definida como a probabilidade de o teste ser positivo sabendo-
se que o paciente examinado € doente, ou seja, mede a capacidade de reatividade do
teste em um paciente doente. A especificidade se refere a probabilidade de o teste ser
negativo sabendo-se que o paciente examinado ndo é portador da doenca, ou seja, a
ndo reatividade do teste em pacientes ndo portadores da doenca. Com relacdo ao
parametro eficiéncia, este mostra que um teste eficiente diagnostica como positivo 0s
verdadeiros positivos e como negativo os verdadeiros negativos (PEKKANEN &
PEARCE, 1999; SOARES & SIQUEIRA, 2002).

Outro parametro calculado foi o indice de Youden que fornece uma apropriada
medida da validade de uma técnica ou determinada questdo. Este indice depende da
sensibilidade e especificidade, ndo levando em consideracdo os valores preditivos
positivo e negativo, uma vez que estes valores estédo estreitamente relacionados com a

prevaléncia da doenca analisada. Assim, o indice de Youden se mostra o mais
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imparcial na medida do efeito. O indice de Youden é obtido somando-se os valores de
sensibilidade e especificidade e subtraindo-se desta soma 100. Um valor para tal indice
proximo a zero sugere que o método utilizado ndo é melhor que qualquer técnica usada
ao acaso (PEKKANEN & PEARCE, 1999; DEMIR et al., 2002; ALFADHLI et al., 2006).

Além do célculo destes parametros, as curvas ROC das formulas discriminantes
foram plotadas e determinadas suas respectivas areas utilizando o software Prisma 5. A
maior area sob a curva indica o indice com maior probabilidade de discriminar
corretamente os pacientes portadores de uma das referidas anemias. A comparagao
das éareas foi realizada utilizando a técnica de simulacdo por reamostragem
denominada Bootstrap. O conceito geral de Bootstrap € que se for aceito que uma
amostra € a melhor informagé&o disponivel sobre uma populagéo estatistica, é possivel
simular uma nova coleta de dados reamostrando os elementos da amostra, com
reposicao.

Finalmente, para a verificagdo da concordancia do diagndéstico obtido por meio
da aplicacdo dos indices com o diagndstico realizado através dos exames padrao-ouro
foi calculado o coeficiente Kappa utilizando-se o software OpenEpi versao 2.3.1. A
interpretacdo de Kappa foi de acordo com a seguinte escala: 1,00-0,81 excelente; 0,80-
0,61, bom; 0,61-0,40, moderado; 0,40-0,21, fraco; 0,20-0,0 auséncia de concordancia
(SZKLO & NIETO, 2000), quando comparado ao padrdo-ouro de diagndstico de

talassemia menor e anemia ferropriva.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo das mutagbes causadoras de  a-talassemia

5.1.1 Pacientes do Hospital das Clinicas (Grupo 1)

O grupo 1 representa os pacientes que, clinicamente, sdo diagnosticados por
exclusdo como supostos portadores de a-talassemia apos avaliacdo do metabolismo do
ferro e realizacdo de exames convencionais para avaliagdo de anemia hemolitica. Além
destes, foram incluidos pais de pacientes menores de 18 anos diagnosticados como a-
talassémicos pelos exames convencionais e, também, portadores de [-talassemia
menor comprovada por eletroforese de hemoglobina e dosagem de HbA;.

Neste grupo foram obtidas amostras de 30 pacientes juntamente com o0s
resultados de ferritina sérica, pesquisa de HbH, contagem de reticulécitos, eletroforese
de hemoglobina, dosagem de HbA; e HbF solicitados pelo clinico.

Nos 30 pacientes deste grupo, 24 eram portadores de (-talassemia menor. Os
demais eram pacientes supostamente portadores de a-talassemia em sua forma menor.
Neste grupo, a delecdo 3.7 foi encontrada em homozigose em cinco destes (16,7%). Ja
a mutacdo nao delecional Hphl foi observada em apenas um (3,3%) paciente em
heterozigose (Tabela 3). E importante ressaltar que, a pesquisa de HbH por coloragéo
supravital foi negativa e a eletroforese de hemoglobina normal para todos estes
pacientes portadores de mutacfes causadoras de o-talassemia, revelando a baixa
concordancia dos métodos hematolégicos convencionais com o método molecular de
diagndéstico.

A Figura 8 ilustra os resultados obtidos para a identificacdo das mutacbes 3.7,
4.2, 20.5, MED, SEA, FIL e THAI utilizando-se a técnica de PCR Multiplex. O tamanho
dos fragmentos esperados para as mutacdes 3.7, 4.2, 20.5, MED, SEA, FIL, THAI e
para os genes a; e LIS sdo, respectivamente, 2022 pb, 1628 pb, 1007 pb, 807 pb, 1349
pb, 546 pb, 1153 pb, 1800 pb e 2350 pb. E importante ressaltar que foram utilizadas
amostras sabidamente positivas para estas delecbes, como controle da reagcdo e

padronizagéo da técnica.
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A Figura 9 ilustra os resultados obtidos para a identificacdo da mutacdo nao
delecional Hphl. O produto da PCR, que compreende o gene a,, possui 880 pb, e é
subdividido em fragmentos de 134, 322, 250, 163 e 11 pb quando incubado com a
enzima Hphl, sendo que o ultimo n&o é visualizado apds corrida eletroforética. No caso
do gene o, com a delecdo de cinco nucleotideos, serdo gerados fragmentos de 451,
250, 163 e 11 pb (delecéo de cinco nucleotideos), devido a perda do sitio de restricao

da enzima Hphl na posicdo 134.

Gene LIS

B

2000 pb — Delecédo 3.7

Gene a2

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, dos produt os de PCR Multiplex para
identificacdo das mutag@es 3.7, 4.2, 20.5, MED, SEA , FIL e THAI. Canaleta 1 — padrdo de peso
molecular (1 Kb); canaletas 2, 6 e 9 — gendtipo 3.7 /3.7; canaletas 3, 4, 5, 7 e 8 — gendétipo  ad/ada.

1 2 3 4 5 6 7 8

451 pb
322 pb
250 pb

163 pb
134 pb

Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, dos produt  os de PCR ap6s a digestdo com a
enzima Hphl para a identificagdo da mutagé@o ndo delecional Hp  hl. Canaleta 1 - padrdo de peso
molecular (1 Kb); canaletas 2, 3, 4, 6, 7 e 8 - gen 0tipo aa/aaq; canaleta 5 - gendtipo aa/a™™a.

5.1.2 Pacientes IPSEMG (Grupo 2)

Foram coletadas amostras de 197 pacientes portadores de anemia ferropriva

confirmada através da dosagem de ferritina sérica e realizada a sua tipagem para a
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presenca das mutacdes delecionais 3.7, 4.2, 20.5, MED, SEA, Thai e Fil e para a
mutacdo ndo delecional Hphl. Todas as amostras foram provenientes do servigo
ambulatorial do Hospital, no qual sdo atendidos pacientes realizando exames de rotina.

Entre os 197 pacientes do grupo comprovadamente portador de anemia
ferropriva, 42 pacientes apresentavam a-talassemia concomitantemente, comprovada
através dos exames moleculares, sendo que em 41 (20,8%) destes foi detectada a
mutacdo delecional 3.7 observada em homozigose em trés (1,5%) pacientes e em
heterozigose em 38 (19,3%) individuos. A mutacdo nao delecional Hphl foi encontrada

em apenas um (0,5%) paciente em heterozigose (Tabela 3).

Tabela 3 — Avaliacdo do nimero de pacientes carreadores das mu  tacdes 3.7 e Hphl associadas
a a-talassemia pesquisada nos pacientes portadores de anemia ferropriva atendidos no Hospital
Governador Israel Pinheiro (IPSEMG) e nos portadore s de talassemia menor atendidos no Servigo
de Hematologia do Hospital das Clinicas (HC).

AF Tal Total
(n=197) (n=30) (n=227)
Delecao 3.7 41 (20,8%) 5 (16,7%) 46 (20,3%)
Homozigotos 3.7 3 (1,5%) 5 (16,7%) 8 (3,5%)
Heterozigotos 3.7 38 (19,3%) 0 38 (16,7%)
Hphl 1 (0,5%) 1(3,3%) 2 (0,9%)
Homozigotos Hphl 0 0 0
Heterozigotos Hphl 1 (0,5%) 1(3,3%) 2 (0,9%)

AF - anemia ferropriva, Tal - talassemia menor.
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5.2 Caracterizacdo dos pacientes

Apés a pesquisa das mutacbes, os dois grupos de pacientes foram

caracterizados quanto a média de idade e sexo.

5.2.1 Pacientes do Hospital das Clinicas (Grupo 1)

Neste grupo foram obtidas amostras de 30 pacientes sendo que destes, 10
(33,3%) eram do sexo masculino e 20 (66,7%) do sexo feminino. A idade variou de 18 a

81 anos, com uma média de 47,2 anos (Tabela 4).

5.2.2 Pacientes do IPSEMG (Grupo 2)

Neste grupo constituido por 197 pacientes, 17 (8,6%) eram do sexo masculino e
180 (91,4%) do sexo feminino. A idade variou de 18 a 89 anos, com uma média de 48,2
anos (Tabela 4). Para uma melhor caracterizacdo dos pacientes, este grupo foi
subdividido em dois grupos: um primeiro grupo de pacientes portadores unicamente de
anemia ferropriva (AF) e um segundo grupo de pacientes portadores de anemia
ferropriva e talasssemia menor (AF + Tal) comprovada por métodos moleculares. No
subgrupo AF, composto por 155 pacientes, 13 (8,4%) eram do sexo masculino e 142
(91,6%) do sexo feminino. A idade variou de 18 a 89 anos, com uma média de 49 anos.
No subgrupo AF + Tal, formado por 42 pacientes, 4 (9,5%) eram do sexo masculino e
38 (90,5%) do sexo feminino. A idade variou de 19 a 82 anos, com uma média de 45,3

anos.
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Tabela 4 - Caracterizacdo dos pacientes portadores de anemia f  erropriva (AF total) e seus
subgrupos: somente anemia ferropriva (AF) e anemia ferropriva + talassemias menores (AF + Tal)
atendidos no Hospital Governador Israel Pinheiro (I PSEMG) e talassemias menores (Tal) atendidos
no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas (HC), com relacdo a média de idade (idades
minima e maxima) e ao sexo .

Idade Sexo Total

(anos) Masculino Feminino
AF total 48,2 (18-89) 17 (8,6%) 180 (91,4%) 197
AF 49 (18-89) 13 (8,4%) 142 (91,6%) 155
AF + Tal 45,3 (19-82) 4 (9,5%) 38 (90,5%) 42
Tal 47,2 (18-81) 10 (33,3%) 20 (66,7%) 30

AF - anemia ferropriva, Tal - talassemias menores.

5.3 Andlise de parametros hematimétricos

Posteriormente a caracterizagdo dos pacientes dos trés grupos segundo idade e
sexo, foi realizada uma andlise estatistica de varios parametros do hemograma obtidos
dos contadores automaticos existentes nos laboratérios dos dois hospitais IPSEMG e
Hospital das Clinicas. Esta andlise teve como objetivo verificar possiveis diferencas
significativas que pudessem caracterizar os grupos anemia ferropriva, talassemia menor
e a concomitancia anemia ferropriva e talassemia menor quanto aos parametros
hematolégicos. Foram analisados os seguintes parametros do hemograma: nimero de
hemécias (Hm), hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
indice de anisocitose eritrocitaria (RDW) e o numero de plaquetas.

Apés a aplicacdo de teste de normalidade foi observado que todos os
parametros foram ndo paramétricos. Na Tabela 5 encontram-se os valores dos Vvarios

parametros hematologicos levados em consideracdo na analise estatistica.
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e anemia ferropriva (AF),

anemia ferropriva e talassemias menores (AF + Tal) atendidos no Hospital Governador Israel
Pinheiro (IPSEMG) e apenas talassemias menores (Tal ) atendidos no Servigco de Hematologia do
Hospital das Clinicas (HC). Os dados foram apresent ados como mediana e intervalo interquartis.

Parametros AF AF + Tal Tal
(n=155) (n=42) (n=30)

Hm (108/uL) 4,45 (4,18;4,71) 4,60 (4,28,4,94) 5,40 (5,09; 5,72)2
Hb (g/dL) 10,0 (9,3; 10,7) 10,5 (9,5; 11,1) 10,9 (10,5; 11,8)2 b
Ht (%) 32,2 (30,3; 33,8) 33,0 (31,0; 35,0) 34,6 (33,2; 36,2)2 P
VCM (fL) 73,0 (67,0; 76,0) 72 (69,0; 76,0) 63,8 (61,6; 68,5)* P
HCM (pg) 22,7 (20,8;24,1)  23,0(21,0;23,9) 20,4 (19,7; 21,6)>"
CHCM (g/dL) 31,2 (30,4;31,8)  31,5(30,4; 32,4) 31,8 (31,2; 32,6)2
RDW (%) 17,9 (16,6; 19,4)  18,5(16,2;19,9) 15,9 (15,3; 16,9)a b

Plaguetas (10%/uL) 319,0 (257,0; 390,0) 312,5 (259,0; 352,0) 233,5 (197,5; 275,3) b

Hm - namero de hemécias, Hb - hemoglobina, Ht - hematdcrito, VCM - volume corpuscular médio, HCM -
hemoglobina corpuscular média, CHCM - concentra¢do de hemoglobina corpuscular média, RDW - indice
de anisocitose eritrocitéria, a - diferenca significativa com o grupo AF, b - diferenga significativa com o

grupo AF + Tal.

Dentre os parametros hematolégicos analisados, observou-se que nenhum

destes apresentou diferenca entre o grupo de pacientes portador unicamente de

anemia ferropriva do grupo com concomitancia de doencas. Na comparacado entre o

grupo anemia ferropriva e talassemia menor, todos o0s parametros analisados

mostraram diferenca. No caso da comparagdo entre talassemia menor e 0 grupo com

concomitancia, foi observado que apenas o parametro CHCM n&o apresentou diferenca

entre estes grupos.
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5.4 Andlise de varios indices na discriminagdo entr e anemia ferropriva e

talassemia menor

Varias férmulas descritas na literatura foram avaliadas quanto a sua eficiéncia na
distincdo entre anemia ferropriva e talassemia menor. Os indices Green & King, Shine
& Lal, Srivastava, Mentzer, indice do RDW, Iindice de Sirdah, indice de Ricerca, indice
de Ehsani e o Novo indice (NI) foram testados para os pacientes dos trés grupos (AF,
AF +Tal, Tal).

Entre os 155 pacientes portadores apenas de anemia ferropriva sem
concomitancia com a-talassemia, o Novo indice e o indice do RDW foram as formulas
gue classificaram corretamente 0 maior numero de pacientes, 154, correspondentes a
99,3%. Em segundo lugar, ficou o Indice de Green & King, que classificou de maneira
correta 153 pacientes, o que representa 98,7% do grupo. Em seguida ao indice de
Green & King, o indice de Sirdah, com um nimero de acertos de 148 correspondentes
a 95,5% do grupo anemia ferropriva. Em quinto, sexto, sétimo e oitavo lugares ficaram
os indices de Srivastava, Ehsani, Mentzer e de Ricerca, que diagnosticaram
corretamente 145, 138, 137 e 35 pacientes representando 93,5%, 89,0%, 88,4%,
22,6%, respectivamente. E, em dltimo lugar, diagnosticando o menor numero de
pacientes corretamente, esta o indice de Shine & Lal. Tal indice teve somente 13
acertos representando um percentual de apenas 8,4% (Tabela 6).

Os 42 pacientes portadores concomitantemente de anemia ferropriva e a-
talassemia apresentaram os seguintes resultados na aplicacéo dos indices: o indice de
Shine e Lal apresentou o melhor desempenho considerando-se a indicacdo de
talassemia como melhor resultado, diagnosticando corretamente 41 (97,6%) pacientes,
seguido pelo indice de Ricerca com 34 (80,9%) acertos. Em seguida, ficaram os indices
de Ehsani, Mentzer, Srivastava, Sirdah, Novo indice, Green & King e, finalmente, o
indice do RDW que diagnosticaram como talassémicos 6 (14,3%), 6 (14,3%), 5 (11,9%),
5 (11,9%), 4 (9,5%), 3 (7,1%) e 2 (4,8%) pacientes (Tabela 6).

No grupo dos pacientes portadores apenas de talassemia menor (Grupo 1), o

melhor indice foi a formula de Ricerca que apresentou 100% de acertos. Em segundo
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lugar, o indice de Shine e Lal com 29 (96,7%) acertos. Na sequéncia, ficaram os indices
de Green & King, Novo indice, indice do RDW, Mentzer, Ehsani, Sirdah e, por ultimo, o
indice de Srivastava que diagnosticaram de maneira correta 25, 23, 23, 22, 22, 20 e 16
pacientes, representando 83,3%, 76,7%, 76,7%, 73,3%, 73,3%, 66,7% e 53,3%,

respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 — Pacientes (em nUmeros absolutos e valores percentua is) corretamente

diagnosticados pelos indices testados.

indice AF AF + Tal* Tal
(n=155) (n=42) (n=30)

IGK 153 (98,7%) 3 (7,1%) 25 (83,3%)
NI 154 (99,3%) 4 (9,5%) 23 (76,7%)
IRDW 154 (99,3%) 2 (4,8%) 23 (76,7%)
ISR 145 (93,5%) 5 (11,9%) 16 (53,3%)
SL 13 (8,4%) 41 (97,6%) 29 (96,7%)
IM 137 (88,4%) 6 (14,3%) 22 (73,3%)
IE 138 (89,0%) 6 (14,3%) 22 (73,3%)
1S 148 (95,5%) 5 (11,9%) 20 (66,7%)
IR 35 (22,6%) 34 (80,9%) 30 (100,0%)

AF - anemia ferropriva, Tal - talassemia menor, IGK - indice de Green & King, NI - Novo indice, IRDW -
indice do RDW, ISR - indice de Srivastava, SL - indice Shine & Lal, IM - indice de Mentzer, IE - indice de
Ehsani, IS - Indice de Sirdah, IR - indice de Ricerca * - Grupo de pacientes apresentando
concomitantemente anemia ferropriva e talassemia menor; neste grupo considerou-se o melhor resultado
para um indice a indicagéo de talassemia menor.

Para melhor comparar a qualidade intrinseca dos indices e avaliar o seu poder
discriminatério na diferenciagdo entre anemia ferropriva e talassemia menor, 0s
parametros sensibilidade, especificidade, eficiéncia e indice de Youden foram

calculados.
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Os maiores valores de sensibilidade no diagnostico da talassemia menor foram
observados para os indices de Ricerca (100,0%) e Shine & Lal (96,7%). O terceiro
maior valor de sensibilidade para talassemia menor foi de 83,3% e se refere ao indice
de Green & King. Logo depois do IGK, seguiram-se os indices do RDW (76,7%) e Novo
indice (76,7%), indice de Mentzer (73,3%) e indice de Ehsani (73,3%) e indice de
Sirdah (66,7%). E, finalmente, o indice com menor sensibilidade diagnéstica para
talassemia menor foi o indice de Srivastava com um valor de apenas 53,3% para este
parametro (Tabela 7).

Com relaco a especificidade no diagndstico da talassemia menor, o Novo indice
(NI) e o indice do RDW apresentaram o maior valor para este parametro dentre as
demais formulas discriminantes, sendo 99,3%. O segundo maior valor de especificidade
foi atribuido ao indice de Green & King, correspondendo a 98,7%. Em seguida, ficaram
os Indice de Sirdah (95,5%), Srivastava (93,5%), Ehsani (89,0%), Mentzer (88,4%) e
Ricerca (22,6%). A menor especificidade para diagnosticar a talassemia menor foi
encontrada na aplicagdo da férmula de Shine & Lal. Tal indice obteve uma
especificidade de apenas 8,4% (Tabela 7).

O indice que apresentou a maior eficiéncia diagnostica foi o indice de Green &
King, cujo valor para este parametro foi de 96,2% sendo que o Novo indice e o indice
do RDW ocuparam o segundo lugar, obtendo 95,7% de eficiéncia. A menor eficiéncia
foi observada para o indice de Shine & Lal (22,7%) (Tabela 7).

Ao se analisar o parametro indice de Youden, foi observado que o maior valor
encontrado pertenceu ao indice de Green & King, valor este de 82,0. Logo em seguida
ficaram o Novo indice e o indice do RDW para os quais foi verificado um indice de
Youden de 76. A fungéo discriminante de Shine & Lal mostrou o menor valor (5,1) para
o indice de Youden (Tabela 7).

Com a finalidade de proporcionar um possivel aumento nos valores de
sensibilidade, especificidade e, consequentemente, melhorar a acuracia na
diferenciacéo entre anemia ferropriva e talassemia menor, foi testada uma combinacao
de dois indices diagnosticos, os quais foram indice de Green & King e o Novo indice.

A combinacao dos dois indices mostrou resultados satisfatérios se comparados

0s novos valores de sensibilidade, especificidade, eficiéncia e indice de Youden com os
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valores encontrados para cada um dos dois indices aplicados isoladamente. Tal
combinacg&o permitiu, ainda, o encontro dos maiores valores para todos os parametros
citados anteriormente com excecdo da sensibilidade para o diagnéstico da talassemia
menor dos indices de Ricerca e Shine & Lal cujos valores atingiram 100% e 96,7%,

respectivamente (Tabela 7).



Tabela 7 - Sensibilidade, especificidade, eficiéncia e indice
discriminacao entre anemia ferropriva (AF) e talass

indice Sensibilidade (%) Especificidade (%)

Eficiéncia (%) indice de Youden

IGK
AF
Tal

NI
AF
Tal

IRDW
AF
Tal

ISR
AF
Tal

SL
AF
Tal

IM
AF
Tal

IE
AF
Tal

IS
AF
Tal

IR
AF

98,7 (95,4; 99,6)
83,3 (66,4; 92,7)

99,3 (96,4; 99,9)
76,7 (59,1; 88,2)

99,3 (96,4; 99,9)
76,7 (59,1; 88,2)

93,5 (88,5; 96,5)
53,3 (36,1; 69,8)

8,4 (5,0; 13,8)
96,7 (83,3; 99,4)

88,4 (82,4; 92,5)
73,3 (55,5; 85,8)

89,0 (83,1; 93,0)
73,3 (55,5; 85,8)

95,5 (91,0; 97,8)
66,7 (48,8; 80,8)

22,6 (16,7; 29,8)

83,3 (66,4; 92,7)
98,7 (95,4; 99,6)

76,7 (59,1; 88,2)
99,3 (96,4; 99,9)

76,7 (59,1; 88,2)
99,3 (96,4; 99,9)

53,3 (36,1; 69,8)
93,5 (88,5; 96,5)

96,7 (83,3; 99,4)
8,4 (5,0; 13,8)

73,3 (55,5; 85,8)
88,4 (82,4; 92,5)

73,3 (55,5; 85,8)
89,0 (83,1; 93,0)

66,7 (48,8; 80,8)
95,5 (91,0; 97,8)

100,0 (88,6; 100,0)

Tal  100,0 (88,6; 100,0) 22,6 (16,7; 29,8)

IGK + NI

AF  100,0 (97,6; 100,0) 86,7 (70,3; 94,7)

Tal

86,7 (70,3; 94,7) 100,0 (97,6; 100,0)

96,2 (92,4; 98,2)

95,7 (91,7; 97,8)

95,7 (91,7; 97,8)

87,0 (81,4; 91,1)

22,7 (17,3; 29,3)

85,9 (80,2; 90,2)

86,5 (80,8; 90,7)

90,8 (85,8; 94,2)

35,1 (28,6; 42,2)

97,8 (94,6; 99,2)

82,0

76,0

76,0

46,8

51

61,7

62,3

62,2

22,6

86,7

76

de Youden de nove indices na
emia menor (Tal).

IGK - Indice de Green & King, NI - Novo indice, IRDW - indice do RDW, ISR - indice de Srivastava, SL -

indice de Shine & Lal, IM - indice de Mentzer, indice de Ehsani, indice de Sirdah, indice de Ricerca.
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Posteriormente, foram determinadas e comparadas as areas sob a curva ROC
de todos os nove indices testados. Foi verificado que o indice de Green & King e o
indice do RDW apresentaram a maior area sob a curva ROC, um valor de 0,969,
seguido pelo Novo indice cujo valor deste parametro foi apenas ligeiramente inferior
(0,950) provando que os referidos indices possuem a maior probabilidade de
diagnosticar corretamente um paciente portador de talassemia menor ou anemia
ferropriva. Embora exista pequena diferenca numérica das areas sob a curva ROC foi
observado que os indices de Green & King, do RDW, o Novo indice e o indice de
Ricerca séo estaisticamente iguais. O indice que apresentou menor area sob a curva foi
o indice de Shine & Lal com um valor de apenas 0,784 (Tabela 8).

Finalmente, para as comparagbes entre 0s testes diagnoésticos (medidas
gualitativas), utilizou-se a estatistica Kappa. A formula com maior valor de kappa foi o
indice de Green & King (0,85), seguido do Novo Indice e indice do RDW que
apresentaram kappa de 0,83, 0 que mostra que estes trés indices possuem excelente
concordancia com o método padrédo-ouro. De forma semelhante ao verificado para a
area sob a curva ROC, a func¢éo discriminante de Shine & Lal mostrou o menor valor
(0,02) para o coeficiente kappa, mostrando auséncia de concordancia com os meétodos

padrao-ouro (Tabela 8).



Tabela 8 - Valores de areas sob a curva ROC e coeficiente
testadas.
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kappa para as fungfes discriminantes

indice Area sob a curva ROC Kappa

IGK 0,969 0,85 (0,71; 1,00)

NI 0,950 0,83 (0,68; 0,97)

IRDW 0,969 0,83 (0,68; 0,97)

ISR 0,887 0,49 (0,35; 0,64)

SL 0,784 0,02 (-0,02; -0,05)
IM 0,916 0,54 (0,40; 069)

IE 0,906 0,56 (0,41; 0,70)

IS 0,931 0,65 (0,50; 0,79)

IR 0,960 0,09 (0,03; 0,14)

IGK - indice de Green & King, NI - Novo indice, IRDW - indice do RDW, ISR - indice de Srivastava, SL -
indice de Shine & Lal, IM - indice de Mentzer, indice de Ehsani, indice de Sirdah, indice de Ricerca.
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 Consideracdes gerais

Os principais distlrbios que cursam com microcitose sao a anemia ferropriva,
ADC e talassemias. A anemia ferropriva é a mais prevalente no mundo enquanto a f3-
talassemia menor € comum nos paises do Mediterraneo (YERMIAHU et al., 1999) e
descendentes desta regido. A a-talassemia ocorre em alta frequéncia nas regides
tropicais e subtropicais do mundo incluindo o sudeste da Asia e ilhas do Mediterraneo
(HIGGS & WEATHERALL, 2009; HARTEVELD & HIGGS, 2010).

Por razbes varias, o diagnostico diferencial das anemias microciticas reveste-se
de grande importancia clinica. Contudo, este diagnéstico diferencial das anemias
microciticas €, muitas vezes, complexo e sua investigacao laboratorial apresenta custos
significativos por serem necessarios exames complementares ao hemograma.
Atualmente, a comprovacgao diagnostica da anemia ferropriva se faz pela avaliacdo do
metabolismo do ferro, utilizando-se para isso dosagens laboratoriais que incluem ferro
sérico, capacidade de ligacéo total do ferro sérico e, ainda, ferritina sérica. No caso da
B-talassemia menor ha necessidade da realizacdo de eletroforese de hemoglobina e
dosagens de HbA, e HbF para o seu diagnéstico. Os testes para diagnéstico da a-
talassemia incluem a eletroforese de hemoglobina e pesquisa de HbH; entretanto, no
caso do individuo apresentar apenas um ou dois genes deletados, a confirmacgéo se faz
somente por exames moleculares. Apesar de sua grande utilidade, estes exames
padrdo-ouro no diagnostico destas anemias microciticas e hipocrémicas e os exames
moleculares, possuem, algumas vezes, uma metodologia demorada, S&0 mais onerosos
e, ndo raras vezes, inacessiveis a uma populacdo menos favorecida. Somam-se aos
fatores de ordem financeira, aqueles de ordem fisiopatoldgica. E bem conhecido que a
talassemia menor e anemia ferropriva apresentam eritrOcitos microciticos e
hipocrébmicos, mas tais doencas tém patogénese, tratamento e progndstico inteiramente
diferentes. Enquanto a anemia ferropriva é corrigida com a suplementacéo do ferro, tal
tratamento deveria ser totalmente evitado na talassemia dado que alguns pacientes
talassémicos apresentam maior absorcdo do ferro ou podem requerer transfusao

sanguinea conforme necessidade do caso, levando gradativamente ao acumulo do
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ferro, principal complicacdo encontrada no paciente portador de talassemia. Entretanto,
o diagnostico da talassemia menor €, algumas vezes, negligenciado pelo clinico ao
deparar com microcitose e niveis discretos de anemia; e, infelizmente o tratamento com
suplementos férricos ainda é frequentemente prescrito numa va tentativa de normalizar
a microcitose (ELDIBANY et al., 1999; OLIVIERI, 1999; YERMIAHU et al., 1999; MELO
et al., 2002). Além disso, a auséncia de um diagnodstico preciso de uma
hemoglobinopatia diminui a eficiéncia dos programas de aconselhamento genético
necessarios para evitar possivel ocorréncia de homozigose nos descendentes.

6.2 Avaliacdo das mutagbes causadoras de  a-talassemia

Na populacdo avaliada neste estudo, foi observada apenas a mutagcao
delecional, 3.7, na frequéncia de 20,8%, sendo 19,3% em heterozigose e 1,5% em
homozigose no grupo portador de anemia ferropriva e talassemia menor em
concomitancia. Além desta delecdo, uma mutacdo ndo delecional, Hphl, também foi
observada em heterozigose na frequéncia de 0,5% no referido grupo. No segundo
grupo estudado, portador unicamente de talassemia menor, a delecdo 3.7 foi
encontrada apenas em homozigose em percentual de 16,7% e a mutagdo Hphl, na
frequéncia de 3,3%.

Em relacdo a frequéncia das mutacbes causadoras de a-talassemia, foram
desenvolvidos alguns estudos na populacéo brasileira. Sonati et al. (1991) estudaram,
através de analise molecular, 47 individuos de etnia africana e demonstraram que 10
individuos (21,3%) foram heterozigotos e um (2,1%) foi homozigoto para a delecdo 3.7.
Adorno et al. (2005) realizaram um estudo sobre as hemoglobinopatias em recém
nascidos de Salvador. Estes pesquisadores analisaram amostras de 514 recém
nascidos para as mutacdes 3.7 e 4.2 da a-talassemia e observaram que destes, 22,2%
possuiam a delecdo 3.7, sendo 19,7% heterozigotos e 2.5% homozigotos. Um estudo
recente conduzido por Souza et al. (2009) avaliou a presenca da delecdo 3.7 em uma
populacédo do Para e encontraram, entre os 103 pacientes anémicos, um percentual de
19,4% de individuos heterozigotos e 1,0% de homozigotos para a referida mutacéo, o

gue somados totalizam 20,4% dos referidos pacientes. O resultado destes estudos
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condiz com a frequéncia observada no presente trabalho: 20,3% dos 227 pacientes sdo
portadores da delegéo 3.7.

Ja Bezerra (2010), investigaram a presenca da delecdo 3.7 em 319 pacientes
atendidos no Ambulatério de Hematologia do Hemocentro Dalton Barbosa Cunha, em
Natal e encontraram frequéncias maiores em relacdo ao nosso estudo. Dos 319
pacientes, 105 (32,9%) apresentaram a-talassemia, sendo 93 (29,1%) heterozigotos (-
a*Jaa) e 12 (3,8%) homozigotos (-a*/-a®").

Borges et al. (2001) realizaram um estudo em Campinas, Sao Paulo, no qual 339
pacientes adultos com niveis de hemoglobina normais e VCM e HCM diminuidos, ou

seja, portadores de microcitose e hipocromia sem anemia. As mutacdes delecionais e
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ndo delecionais mais comuns associadas a o-talassemia (-a*’, -a , -(a
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o™ o, a T a, aa eda ) foram pesquisadas. Um total de 169 individuos (49,9%)

apresentou a-talassemia: 145 (42,8%) foram heterozigotos para a delecao 3.7 (-a*'/aa)

e 18 foram homozigotos (-o*'/-a>”’

), 5 (1,5%) foram heterozigotos para a mutacdo néo
delecional Hphl (a"™a/aa) e 1 (0,3%) apresentou a delecdo MED (--"EP/aa).

Filho et al. (2005), realizaram, no Rio de Janeiro, um estudo descritivo, visando,
dentre outros objetivos, a identificacdo de hemoglobinas variantes e de talassemia a e
. Dos 2190 pacientes incluidos no estudo, 16 foram portadores da delecéo 3.7 (0,7%),
guatro deles (0,2%) em concomitancia com o traco falciforme.

Wagner et al. (2005) estudaram, no Rio Grande do Sul, 58 casos de pacientes
comprovadamente portadores de anemia nao ferropénica e 235 controles obtidos de
pessoas sem anemia. A analise dos dados realizada no grupo de pacientes com
anemia nao ferropénica demonstrou que 25,9% eram portadores de a-talassemia
heterozigota e no grupo dos controles foram identificados 11,5% de a-talassemia.
Contudo, a andlise qualitativa das fracdes hemoglobinicas foi realizada por eletroforese
em fita de acetato de celulose em pH alcalino e a quantificacdo das HbA, A, F, S e C,
além da identificac@o, quando possivel, de HbH, foi realizada por sistema automatizado
de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC). Foi ainda realizada, para o
diagnostico da a-talassemia, a pesquisa citolégica HbH apos incubacdo com azul de

cresil brilhante, ndo sendo utilizada, entdo, a biologia molecular.
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Em estudo realizado por Viana-Baracioli et al. (2001) em S&o Paulo, foi realizada
a pesquisa de hemoglobinopatias em 696 gestantes sendo observado que 47 delas
(6,75%) eram portadoras de a-talassemia. Porém, este diagnostico foi feito sem a
utilizacdo de métodos moleculares, baseando-se apenas em testes convencionais tais
como eritrograma, analise da morfologia eritrocitaria, eletroforese em acetato de
celulose em pH alcalino e andlise citologica apos coloragdo vital com azul de cresil
brilhante.

Seixas et al. (2008) investigaram a incidéncia de hemoglobinopatias na
populagdo da cidade de Umuarama, no Parana, que historicamente recebeu grande
contingente de imigrantes de varios paises do mundo. Um total de 545 amostras de
sangue foi coletado de individuos habitantes de Umuarama. Observou-se que a [3-
talassemia menor foi a hemoglobinopatia mais frequente na populacdo desta cidade
correspondendo a 2,73% das amostras analisadas, sendo que o tragco a-talassémico
estava presente em 1,37% dos individuos avaliados. Entretanto, também neste estudo
foram utilizados apenas métodos convencionais de diagndstico para a deteccdo da a-
talassemia tais como pesquisa de HbH apds coloracdo com azul de cresil brilhante e
eletroforese de hemoglobina em pH alcalino.

Recentemente, Wagner et al. (2010) pesquisaram as delecdes -o*’, -a*?, -a®*®,
--MED " __SEA em 493 individuos no Rio Grande do Sul. Destes 493 individuos, 101
possuiam anemia microcitica com suspeita clinica de a-talassemia, dosagem de HbA;
inferior a 3,5% e HbF inferior a 1%. Neste grupo, apenas foi encontrada a delecéo 3.7,
em 23 (22,8%) pacientes na forma heterozigota e em nove (8,9%) pacientes na forma
homozigota.

Outro estudo, conduzido por Couto et al. (2003) na Bahia, analisaram a presenca
da delecdo 3.7 em um grupo de 53 mulheres gravidas heterozigotas para a
hemoglobina C e em 53 mulheres gravidas com perfil eletroforético normal compativel
com HbAA. No grupo de mulheres heterozigotas para HbAC, 11 (21%) foram
heterozigotas e uma (2%) foi homozigota para a delecdo 3.7. No grupo das mulheres
com perfil eletroforético normal, 12 (23%) foram heterozigotas para a mutacao 3.7.
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Em recente estudo realizado em Minas Gerais por Belisario et al. (2010) foi
observado que, dentre 221 criangas com anemia falciforme, 66 (29,90%) eram
portadoras da delegéo 3.7.

Uma possivel explicacdo para a diferente frequéncia da a-talassemia nos varios
estudos ja realizados estd relacionada a origem étnica da populacdo estudada e,
também, as variadas metodologias empregadas para o diagndstico laboratorial dessa
hemoglobinopatia.

Finalmente, os dados encontrados no presente estudo sobre a frequéncia da
principal delecdo causadora de a-talassemia (-a*") e, ainda de estudos anteriores,
confirmam que as hemoglobinopatias sdo, realmente, um problema de saude publica no
Brasil e indicam a importancia de investigar a presenca da a-talassemia em individuos
cujo hemograma apresenta microcitose, a fim de evitar uma suplementacdo férrica
desnecesséaria e potencialmente danosa. Além disso, estes resultados enfatizam,
também, a importancia dos programas de triagem neonatal e aconselhamento genético.

Cabe salientar que, em nosso estudo, dentre todos 0s pacientes do grupo
recrutado no Hospital das Clinicas portadores de a-talassemia, confirmada por métodos
moleculares, todos possuiam pesquisa de HbH negativa e perfil eletroforético
compativel com HbAA e um deles com HbAC, revelando, assim, a baixa sensibilidade
destes meétodos convencionais para o diagnostico da a-talassemia em suas formas
menores. Isto confirma a necessidade de métodos moleculares como testes
confirmatérios desta hemoglobinopatia ou a aplicagdo dos indices como ferramenta de

triagem.

6.3 Caracterizacao dos pacientes

Y

Em relacdo a caracterizacdo dos dois grupos de pacientes, um achado que
chama a atencdo é a prevaléncia significativamente maior da anemia ferropriva entre
mulheres (91,6%) em relacdo a homens (8,4%) possivelmente por serem as mulheres,
dentre individuos adultos, o grupo de maior risco, apresentando grande perda de ferro

nos periodos menstruais, gravidez e lactacdo. A maior frequéncia de anemia ferropriva
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em mulheres devido a perda menstrual e gravidez ja foi relatada por Higgins & Rockey
(2003). No grupo de pacientes portadores de talassemia menor também houve maior
prevaléncia de mulheres (66,7%). Contudo, por ndo ser a talassemia uma doenca
genética ligada ao sexo, acredita-se que a diferenca na prevaléncia ocorreu meramente
pelo fato de que, usualmente, sdo as mulheres que mais buscam o servigo de saude
para realizacdo de check-up ou acompanhamento de doencgas.

O grupo talassemia menor apresentou pequeno numero de pacientes, apesar do
longo tempo buscando novos casos do disturbio. Acreditamos que a frequéncia de
casos de talassemia menor seja bem maior que 0 nimero de pessoas que procuram
um servigco especializado, uma vez que a maioria dos casos nao possui sintomatologia
gue justifigue a busca por atendimento clinico. Tal fato pode ser comprovado
observando-se o significativo nimero de pacientes portadores, concomitantemente, de
anemia ferropriva e talassemia menor, 42 (21,3%) dos 197 pacientes do grupo anemia

ferropriva total.

6.4 Parametros do hemograma

Com o intuito de diferenciar as varias anemias microciticas, vem sendo proposta
a utilizacdo de varios parametros obtidos da analise de eritrocitos realizada nos
modernos contadores eletronicos e indices derivados de tais parametros. Comparando-
se 0s pacientes dos grupos AF e Tal, foi possivel verificar diferenca significativa em
todos os parametros hematologicos analisados: niumero de hemacias, hemoglobina,
hematdcrito, VCM, HCM, CHCM, RDW e plaquetas. O maior nimero de eritrocitos foi
observado na talassemia menor, o que se encontra relacionado a fisiopatologia da
talassemia menor na qual a precipitacdo de cadeias globinicas nos precursores
eritréides e eritrécitos circulantes resulta em uma discreta eritropoese ineficaz, aumento
da eritropoetina e, finalmente, uma leve a moderada expansédo da eritropoese pela
medula 6ssea na tentativa de compensar a anemia. Este mecanismo se manifesta por
um aumento no numero de hemacias do sangue (HILLIARD & BERKOW, 1996;
HANDIN et al.,, 2003; SCHRIER & ANGELUCCI, 2005). A hiperplasia eritride da

medula éssea consegue elevar a contagem de eritrécitos muito acima da usual mas, na
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maioria das vezes, ndo consegue atingir um valor de hemoglobina normal; os
microcitos, mesmo em nimero excessivo, sdo insuficientes. E licito fazer a suposicéo
de que, se ndo houvesse certa eritropoese ineficaz e leve diminuicdo da sobrevida
eritréide pelo efeito deletério da precipitagdo do excesso de cadeias a e [3, a eritrocitose
seria ainda maior, e a anemia, totalmente compensada (FAILACE, 2003).

De fato, o numero de hemacias é Util como um parametro diagnéstico adjunto,
pois as talassemias do tipo menor produzem uma anemia microcitica com um aumento
associado de eritrocitos. Os pacientes com talassemia menor apresentam maior
numero de hemécias para o grau de anemia quando comparados aos pacientes
portadores de anemia ferropriva (HILLIARD & BERKOW, 1996; CLARKE & HIGGINS,
2000). Varios trabalhos investigaram a importancia da contagem de eritrocitos na
diferenciacdo das formas mais comuns de anemias microciticas e hipocrémicas tais
como o de Flynn et al. (1986), no qual uma eritrocitose (contagem de eritrocitos acima
dos valores de referéncia segundo idade e sexo) foi comumente observada nos
pacientes com talassemia menor e distintamente incomum nos pacientes portadores de
anemia ferropriva. Melo et al. (2002) encontraram uma contagem de eritrocitos acima
de cinco milhes como indice bastante util para a triagem das referidas anemias e
suspeita de [(-talassemia menor. Esta mesma cifra (superior a cinco milhdes de
heméacias) foi observada na maioria dos pacientes com [B-talassemia menor no estudo
de Madan et al. (1998). Demir et al. (2002), verificaram em seu estudo, que a contagem
de eritrocitos é um dos indices de maior acuracia na distincado entre o traco talassémico
e a anemia ferropriva diagnosticando corretamente 90% dos pacientes.

De forma similar ao numero de hemacias, os maiores valores de hemoglobina
foram encontrados no grupo talassemia menor, o que pode ser explicado, de forma
semelhante ao discutido para o numero de hemacias, pelo mecanismo associado a
talassemia menor. Realmente, as talassemias menores produzem minimos
decréscimos na concentracdo de hemoglobina (CLARKE & HIGGINS, 2000). Yermiahu
et al. (1999), de maneira semelhante ao observado neste trabalho, verificaram que os
pacientes com [-talassemia menor possuem uma leve anemia e contagens
relativamente altas de eritrocitos, enquanto os pacientes com anemia ferropriva

apresentavam resultados mais baixos para a concentracdo de hemoglobina e nimero
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de hemécias se comparados aos pacientes (-talassémicos menores. No estudo destes
pesquisadores, os referidos parametros foram significantemente mais altos em
pacientes com traco (-talassémico comparados aos pacientes com anemia ferropriva.
Em dissertacdo recente (MATOS, 2007), foi também observado que o0s pacientes
portadores de [-talassemia menor apresentavam maiores valores de hemacias e
hemoglobina. Também Shen et al. (2010) observaram maiores valores de hemacias e
hemoglobina nos pacientes [3-talassémicos comparados aos pacientes do grupo anemia
ferropriva.

O parametro VCM se mostra nitidamente maior na anemia ferropriva, refletindo
uma menor microcitose, ou seja, 0 comprometimento na sintese de hemoglobina é
menor comparado a talassemia menor. Analisando de maneira conjunta os parametros
numero de hemacias, hemoglobina e VCM, foi observado que o paciente talassémico
apresenta os maiores valores para numero de hemécias e hemoglobina e os menores
para VCM. Tal observacado esta de acordo com Lafferty et al. (1996) que relatam que
para um dado valor de VCM, o nivel de hemoglobina e o nimero de eritrécitos tendem
a ser mais altos na talassemia menor em comparacdo a anemia ferropriva; ou seja,
para um mesmo grau de anemia, 0s eritrécitos na talassemia menor sdo mais
microciticos do que na anemia ferropriva. Consequentemente, o VCM tende a ser
menor e a contagem de hemacias maior em casos de talassemia menor (GREEN &
KING, 1989; MELO et al., 2002). Lafferty et al. (1996) verificaram a importancia do VCM
como o indice mais promissor para discriminar entre as microcitoses talassémicas das
nao talassémicas. Também nos estudos de Yermiahu et al. (1999), Sirdah et al. (2008),
Shen et al. (2010), Janel et al. (2011) foi observado que o VCM se mostrou
significativamente menor em pacientes com traco [-talassémico comparados aos
pacientes com anemia ferropriva.

Outro parametro sugerido para a distincdo entre as condi¢cdes que cursam com
microcitose é o RDW, descrito primeiramente por Bessman & Feinstein (1979) e que,
atualmente, consta das analises dos contadores automaticos modernos. Tal indice
reflete a heterogeneidade de distribuicdo do tamanho dos eritrocitos medindo o
coeficiente de variacdo em torno do VCM (TRENT, 2006). Bessman & Feinstein (1979),

observaram que os eritrocitos de pacientes com talassemia menor sdo mais
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homogéneos quando comparados aos dos pacientes com anemia ferropriva.
Consequentemente, o RDW tende a ser maior na anemia ferropriva do que nas
talassemias menores (TRENT, 2006). Nas talassemias do tipo menor, quase todos os
eritrécitos sdo microciticos devido a uma sintese deficiente de cadeias globinicas
consequente a mutacdes expressas igualmente em todos os precursores de hemacias,
tornando os valores de RDW relativamente constantes (ASLAN et al., 2002). O mesmo
ndo ocorre na anemia ferropriva onde a anisocitose verificada é devido a coexisténcia,
no sangue periférico, de hemacias produzidas na medula 0ssea durante estagios
progressivos de deficiéncia do ferro, dando lugar a uma populagéo variada de eritrocitos
incluindo normociticos e aqueles progressivamente microciticos (GREEN & KING,
1989). O aporte intermitente de ferro & medula éssea, reflexo da reducdo das reservas
de ferro do organismo e da ingesta desigual de ferro, em dias sucessivos, vem
corroborar também para o aumento da anisocitose.

Contudo, existem controvérsias sobre a eficacia do RDW como parametro
auxiliar na distincdo das anemias. Yermiahu et al. (1999) e Aslan et al. (2002)
verificaram a existéncia de diferenca significativa para o RDW entre os pacientes com
anemia ferropriva e B-talassemia menor. O mesmo nédo foi encontrado nos estudos de
Flynn et al. (1986), Tillyer & Tillyer (1994), Lafferty et al. (1996), Alfadhli et al. (2006) e
Matos (2007) que provaram ser o RDW um indice com pequeno poder discriminatorio e
contribuicdo limitada na diferenciacao dos estados microciticos. Eldibany et al. (1999) e
Ferrara et al. (2010) encontraram valores aumentados de RDW em ambas, talassemia
menor e anemia ferropriva. No estudo de Demir et al. (2002) foi observada uma
pequena acuracia diagnostica para o RDW, uma vez que este parametro classificou
corretamente apenas 59% dos pacientes e apresentou um indice de Youden de 30,
superior apenas ao indice de Shine & Lal. No Brasil, Lima et al. (1996) avaliando a
utilidade clinica do RDW, verificaram que 90% dos pacientes com anemia ferropriva e
77% dos pacientes com [3-talassemia menor foram corretamente identificados usando
valores de RDW superiores ou inferiores a 21%, respectivamente. Sob a 6ética de tais
resultados foi concluido que o RDW poderia ser um método especifico e sensivel para
identificar a anemia ferropriva entre pacientes apresentando hemograma com

microcitose; contudo, este parametro ndo seria um bom indice para a identificacdo da (3-
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talassemia menor. Desta forma, uma correta distingcdo entre estes distirbios né&o
poderia ser realizada baseando-se apenas no RDW.

Com os dados de RDW dos pacientes recrutados neste estudo, foi verificada
diferenca significativa entre os dois grupos de anemias microciticas, indicando uma
possivel utilidade deste parametro como auxiliar na diferenciacdo destas anemias.

Em relacdo aos indices plaquetarios, existem poucos relatos sobre a sua
eficiéncia na diferenciacdo entre as anemias microciticas e hipocrdmicas. Neste estudo
foi observado um maior nimero de plaguetas no grupo anemia ferropriva, o que poderia
auxiliar na discriminacdo entre esta anemia e a talassemia menor. A trombocitose €
observada em muitos distarbios incluindo infeccdo, inflamacdo, malignidade,
sangramento agudo e anemia ferropriva. A anemia ferropriva é, particularmente, uma
causa de trombocitose reativa de grau leve a moderado (DAN, 2005). Yadav et al.
(2010) observaram que em sua amostra de pacientes com trombocitose, a anemia
ferropriva foi, entre os disturbios hematoldgicos, a causa mais comum da trombocitose,
sendo responséavel por 41,3% dos casos (dentre estes, 12,6% possuiam unicamente
anemia ferropriva e 28,7% possuiam concomitancia de anemia ferropriva e varias
infeccdes). Kuku et al. (2009) observaram nos pacientes estudados portadores de
anemia ferropriva uma trombocitose leve a moderada. Bilic e Bilic (2003) sugeriram que
a homologia entre a sequéncia de aminoacidos da eritropoetina e da trombopoetina
poderia explicar a trombocitose em criangas com anemia ferropriva. Contudo, Racke
(2003) relatou ocorrer evidéncia contraria a esta hipotese, visto que alguns pacientes
portadores de anemia ferropriva e niveis aumentados de eritropoetina apresentavam
contagens de plaquetas normais. Além disso, outros distirbios associados ao aumento
da eritropoetina, tais como anemias hemoliticas, hdo cursam com trombocitose.

Em relacdo a diferenciacdo entre talassemia menor e anemia ferropriva
baseando em parametros plaquetarios, um estudo foi realizado por Timuragaoglu et al.
(2004), no qual estes pesquisadores verificaram diferenca significativa entre todos os
parametros plaquetarios (numero de plaquetas, VPM e PDW) quando o0 grupo anemia
ferropriva e [B-talassemia menor foram comparados; observacéo esta que os levaram a
conclusdo de que tais parametros poderiam ser usados na distingdo das referidas

anemias.
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6.5 Potencial aplicagdo de indices na discriminacdo de anemias microciticas e

hipocrémicas

Muitos estudos anteriores a este ja foram realizados para verificacdo e
comparacgdo da eficacia no uso de férmulas discriminantes e apresentam conclusdes
variadas (GREEN & KING, 1989; LAFFERTY et al.,, 1996; DEMIR et al., 2002,
ALFADHLI et al., 2006, SHEN et al., 2010). Segundo Janel et al. (2011) estas variacdes
observadas nos estudos sobre comparacdo de indices poderiam ser explicadas pela
relacdo existente entre a mutacdo causadora de talassemia e o fendtipo apresentado
pelo individuo portador da mutacéo, refletido, principalmente pela alteracdo no VCM. Os
resultados obtidos neste estudo revelam que os indices que melhor diferenciam
talassemia menor e anemia ferropriva sdo o indice de Green & King, o Novo indice (NI)
e o indice do RDW, levando-se em consideracdo os parametros eficiéncia, indice de
Youden, area sob curva ROC e coeficiente kappa. A amostra utilizada neste estudo
para a validacdo do Novo indice e para verificacdo da acuracia das demais férmulas
apresentou um poder de discriminagdo de 3%, ou seja, a amostra de 185 pacientes tem
80% de poder de captar diferencas de area sob a curva ROC de 3% ou mais. Esta
analise foi realizada por meio de reamostragem Bootstrap (Para maiores detalhes vide
Anexo A).

O indice de Green & King mostrou 83,3 e 98,7% para sensibilidade e
especificidade no diagnostico da talassemia menor, respectivamente. O indice de
Youden obtido para o IGK apresentou um valor de 82,0, eficiéncia de 96,2% e area sob
a curva ROC de 0,969. Todos estes valores foram superiores aos encontrados em
dissertacdo de Mestrado (MATOS, 2007). O estudo de Demir et al. (2002) que também
testou varios indices dentre estes, o de Green & King, encontrou para esta funcéo
discriminante, um valor de 67 para o indice de Youden. No resultado global, a formula
desenvolvida por Green & King foi a terceira melhor para a discriminacdo entre [3-
talassemia menor e anemia ferropriva. J4 o resultado encontrado por Liu et al. (1997)
foi de que a férmula de Green & King se mostrou a melhor funcéo discriminante dentre

aguelas testadas.
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No trabalho original de Green & King (1989) a férmula estabelecida por estes
autores identificou corretamente 100% dos pacientes portadores de anemia ferropriva e
100% dos pacientes portadores de (-talassemia menor. Um resultado semelhante ao
de Green & King (1989) foi encontrado por Lima et al. (1996) no qual o indice de Green
& King corretamente identificou 97% dos pacientes com anemia ferropriva e 0 mesmo
percentual de B-talassémicos menores, porém usando um valor de cut-off de 80. Estes
autores concluiram, entdo, que a fungéo discriminante de Green & King poderia ser util
no screening inicial visando a diferenciacdo entre anemia ferropriva e [B-talassemia
menor. Em outro estudo também realizado no Brasil por Melo et al. (2002) foi observado
um valor de eficiéncia de 82,6% para a férmula de Green & King. No trabalho realizado
por Alfadhli et al. (2006), foi observado, ao contrario dos outros estudos ja citados, que
a formula de Green & King esteve entre as trés férmulas com menor desempenho na
separacdo de tais doencas, mostrando um indice de Youden de 47,6. Ntaios et al.
(2007) encontraram os melhores valores de eficiéncia (80,12%) e indice de Youden
(70,86) para o indice de Green & King. Contudo, a conclusdo dos referidos
pesquisadores é de que nenhuma das formulas testadas poderia ser utilizada para
screening para B-talassemia, pois, resultariam em elevado numero de falso negativos.

Okan et al. (2009) concluiram em seu estudo que os indices de Shine & Lal e 0
de Green & King foram as melhores férmulas na diferenciacdo entre (-talassemia
menor e anemia ferropriva. Em seu grupo de pacientes portadores de leve a moderada
anemia ferropriva e (-talassemia menor, estes pesquisadores encontraram valores de
sensibilidade (83%), especificidade (96%) e indice de Youden (79) bastante parecidos
aos deste estudo. Outros dois estudos recentes compararam varias férmulas
discriminantes: o de Ferrara et al. (2010) no qual o indice de Green & King apresentou
o maior valor de eficiéncia (80,2%) usando um cut-off de 73; e o de Shen et al. (2010)
cujo maior indice de Youden (85,4) e area sob a curva ROC (0,947) foram observados
para a féormula de Green & King utilizando, porém, um cut-off revisado de 75,29.
Utilizando-se um cut-off de 65, determinado previamente por Green & King, Shen et al.
(2010) observaram valores de sensibilidade (85%), especificidade (94,8%) e indice de

Youden (79,8) também semelhantes aos verificados no presente trabalho.
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No estudo realizado por Matos (2007) o indice de Green & King mostrou um
valor de eficiéncia (91,5%) e um indice de Youden (73,5) levemente menores. No
estudo mais recente sobre aplicacdo dos indices realizado por Janel et al. (2011) foi
verificado um indice de Youden de 82,76 e area sob curva ROC de 0,958 para o indice
de Green & King, valores estes bastante semelhantes ao encontrado no presente
estudo.

O Novo indice apresentou excelente acuracia diagndstica apresentando
parametros como eficiéncia, sensibilidade, indice de Youden, area sob a curva ROC e
coeficiente Kappa bastante elevados e somente discretamente menores comparados
aos do indice de Green & King. Além disso, os valores do coeficiente kappa, de
eficiéncia, indice de Youden, sensibilidade e especificidade foram iguais aos
encontrados para o indice do RDW, formula também j& consagrada na literatura. Em
relacdo ao Novo indice, os Unicos dados de acuracia diagndstica s&o aqueles obtidos
em dissertacdo de Mestrado (MATOS, 2007) quando a férmula foi desenvolvida sendo:
sensibilidade de 87,0% e especificidade de 94,0%, eficiéncia semelhante ao resultado
atual (92,4%), indice de Youden ligeiramente maior (81,0) e area sob a curva ROC de
0,895.

Um resultado importante obtido para o Novo indice foi um valor de sensibilidade
para a deteccdo da anemia ferropriva bastante elevado (99,3%), superior a todos os
demais indices, juntamente com o IRDW. Sendo a sensibilidade um parametro que
indica a proporcao de individuos com a doenca que sao corretamente identificados pelo
teste, um valor elevado de sensibilidade na deteccdo da anemia ferropriva indica que o
Novo indice é uma boa ferramenta para identificar esta doenca. Pode-se admitir que
um indice discriminativo que diagnostica corretamente a anemia ferropriva seria mais
valioso clinica e comparativamente aqueles que diagnosticam corretamente a
talassemia menor. Isto se deve ao fato de que a suplementacdo férrica por um més
para um paciente erroneamente classificado como portador de anemia ferropriva e que
€ portador de talassemia menor traz menores prejuizos que a falta desta
suplementacdo para um paciente que possui anemia ferropriva e que foi erroneamente
classificado como portador de talassemia menor. O ferro, juntamente com a

eritropoetina, é necessério para a formacdo da hemoglobina (ZAGO et al., 2005). Além
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disso, o ferro € um componente de proteinas necessarias em processos celulares
cruciais tais como o transporte e utilizagdo do oxigénio, producédo de trifosfato de
adenosina (ATP), sintese de DNA, metabolismo de catecolaminas, transporte de
elétrons mitocondrial e outros processos fisiologicos (BEARD et al., 1996; NOBILI et al.,
2001; COHEN et al., 2004). Dessa forma, o sistema imune, as fungdes neuroldgicas e o
desempenho no trabalho sdo todos afetados com a caréncia do ferro (NOBILI et al.,
2001).

O Novo Indice (NI) representa uma inovagdo na discriminacdo entre anemia
ferropriva e talassemia menor, com potencialidade de ampla aplicacdo, considerando
apresentar a vantagem de ser dependente apenas do numero de hemacias e do
CHCM, parametros facilmente obtidos nos mais simples contadores de células,
portanto, ndo demandando o uso de contadores mais sofisticados.

O indice do RDW teve, também, excelente desempenho na diferenciacéo entre
anemia ferropriva e talassemia menor, apresentando uma eficiéncia de 95,7%, area sob
a curva ROC de 0,969 e indice de Youden de 76,0. Todos estes valores foram
superiores aos encontrados em dissertacdo de Mestrado (MATOS, 2007). Este indice
obteve ainda 76,7% e 99,3% de sensibilidade e especificidade, respectivamente, no
diagnéstico da talassemia menor.

O estudo conduzido por Jayabose et al. (1999) onde o indice do RDW foi criado,
envolveu 102 pacientes, 46 destes portadores de anemia ferropriva e 56 de talassemia
menor e mostrou sensibilidade e especificidade de 92,8% para tal formula no
diagndstico da talassemia menor. J& no estudo de Demir et al. (2002) foi encontrado um
resultado de 100% de sensibilidade, 80% de especificidade e indice de Youden de 80,
sendo este indice considerado por tais pesquisadores, a segunda melhor férmula
testada. Alfadhli et al. (2006) encontraram ao investigar esta mesma formula, valores de
65,9% para sensibilidade, 83,9% de especificidade e indice de Youden de 49,8 e, no
geral, o indice do RDW ocupou 0 sexto lugar como melhor funcéo discriminante. No
estudo de Ntaios et al. (2007) foram testadas seis formulas e o indice do RDW ocupou
0 quinto lugar com um indice de Youden de 56,3. Okan et al. (2009) encontraram 0s
seguintes valores para o indice do RDW: sensibilidade (83%), especificidade (78%) e

indice de Youden de 61. Em trés estudos recentes, de Shen et al. (2010), Ferrara et al.
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(2010) e Janel et al. (2011) foram verificados os seguintes valores de indice de Youden
para o IRDW: 80,9, 56,2 e 82,76, respectivamente.

Em relacdo a eficiéncia, o Indice de Sirdah foi a quarta melhor férmula
discriminativa apresentando um indice de Youden de 62,2, eficiéncia de 90,8 e area sob
curva ROC de 0,931. No estudo de Sirdah et al. (2008), no qual foi desenvolvido o
indice dos referidos pesquisadores, foi verificado um valor de 0,914 de &rea sob curva
ROC. Poucos estudos testaram a férmula de Sirdah et al., visto ter sido criada ha
relativamente pouco tempo. Dentre estes, Shen et al. (2010) e Janel et al. (2011)
encontraram valores semelhantes ao presente estudo para a area sob a curva ROC,
0,921 e 0,947, respectivamente; contudo, indices de Youden ligeiramente superiores de
78,8 e 77,63, respectivamente.

O indice de Srivastava, também aplicado aos pacientes envolvidos neste estudo,
apresentou o quinto maior valor para o parametro eficiéncia, 87,0%; indice de Youden,
46,8 e area sob a curva ROC, 0,887. Os resultados observados nos estudos que
testaram o indice de Srivastava foram bastante variados. Green & King (1989)
observaram que 79% dos pacientes com anemia ferropriva e 91% dos pacientes [3-
talassémicos menores foram corretamente diagnosticados pelo indice de Srivastava.
Demir et al. (2002) encontraram, para o discriminante de Srivastava, baixos valores
para sensibilidade e especificidade para p-talassemia menor, a saber 60% e 77%,
respectivamente. Tal indice apresentou também um baixo indice de Youden (37), valor
préximo ao encontrado no presente estudo; sendo que tais resultados fizeram com que
este indice mostrasse um dos piores desempenhos entre os oito discriminantes
testados por estes pesquisadores. Também Shen et al. (2010) encontraram um valor
baixo para o indice de Youden (36,0) na aplicacdo da féormula de Srivastava. Alfadhli et
al. (2006) encontraram um valor de sensibilidade de 85% e 69,6% de especificidade
para [B-talassemia menor e, um indice de Youden de 54,9. Os resultados destes
parametros levaram a classificar o indice de Srivastava por tais pesquisadores como
guarto melhor discriminante entre anemia ferropriva e -talassemia menor, de maneira
contraria ao encontrado por Demir et al. (2002). Beyan et al. (2007) e Okan et al. (2009)
encontraram indices de Youden, 50,2 e 53, respectivamente, bem préximos daquele

encontrado por Alfadhli et al. (2006); contudo, foi o quarto e terceiro menores valores
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deste parametro dentre as nove férmulas testadas nos referidos estudos. Janel et al.
(2011) observaram o terceiro menor valor do indice de Youden para a formula de
Srivastava; entretanto, o valor deste parametro (82,17) foi bastante superior ao
encontrado por Beyan et al. (2007) e Okan et al. (2009). Sirdah et al. (2008) obtiveram
um valor de area sob curva ROC (0,882) muito semelhante ao observado no presente
estudo. Em dissertacdo de Mestrado recente (MATOS, 2007), foram testadas seis
formulas discriminantes e o Indice de Srivastava apresentou o segundo menor valor
para o parametro eficiéncia, 69,8%; indice de Youden de 42,6 e area sob a curva ROC,
0,775.

Outra férmula discriminante, o indice de Ehsani, apresentou o sexto maior valor
de eficéncia (86,5%) na diferenciacéo entre anemia ferropriva e talassemia menor. Em
relacdo ao indice de Youden e area sob curva ROC foram encontrados valores de 62,3
e 0,906, respectivamente. Poucos foram os trabalhos da literatura que testaram a
férmula de Ehsani, entre estes o de Sirdah et al. (2008) que encontraram um valor de
area sob curva ROC (0,899) semelhante ao encontrado neste estudo. Shen et al.
(2010) e Janel et al. (2011) verificaram, para o indice de Ehsani, valores de indice de
Youden, 51,3 e 75,13, respectivamente, bastante diferentes do encontrado no presente
trabalho.

Outro indice testado, denominado indice de Mentzer, foi considerado o sétimo
melhor discriminante entre [(-talassemia menor e anemia ferropriva apresentando
eficiéncia de 85,9%, sensibilidade de 73,3%, especificidade de 88,4%, area sob a curva
de 0,916 e indice de Youden de 61,7. No trabalho realizado por England & Fraser
(1979) onde foram testadas somente trés férmulas discriminantes, os resultados
indicaram que o indice de Mentzer obteve o segundo melhor resultado na diferenciagéo
dos casos de microcitose, identificando corretamente 87,4% dos pacientes. Green &
King (1989) encontraram na amostra empregada para testar o indice de sua autoria,
que o Indice de Mentzer corretamente diagnosticou 82% dos pacientes portadores de
anemia ferropriva e 94% dos [(-talassémicos menores. Para Lafferty et al. (1996), o
indice de Mentzer juntamente com outras duas fungdes foram os melhores
discriminantes, mostrando as maiores areas sob a curva ROC. Outro trabalho testando

a formula de Mentzer foi o Jayabose et al. (1999) que encontraram um valor de
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sensibilidade 87,5% e especificidade 81,6% para o diagnéstico da talassemia menor.
Na amostra usada para o trabalho de Eldibany et al. (1999), o indice de Mentzer
apresentou uma sensibilidade de 70,6%, a terceira maior sensibilidade entre os cinco
discriminantes testados para a diferenciacdo entre anemia ferropriva e talassemia
menor. JA4 os valores encontrados para sensibilidade e especificidade da férmula de
Mentzer no trabalho de Demir et al. (2002) foram 86% e 62% respectivamente para o
diagndstico da B-talassemia menor; e, ainda, um indice de Youden de 48. Outro estudo
conduzido por Alfadhli et al. (2006), colocou o indice de Mentzer como o terceiro melhor
discriminante baseado no indice de Youden, valor este de 60,1, semelhante ao
encontrado no presente estudo. Estes autores encontraram para a referida formula
sensibilidade de 74,4% e especificidade de 85,7% no diagnostico da [(-talassemia
menor, valores estes também parecidos aos encontrados neste estudo. Beyan et al.
(2007), Ntaios et al. (2007), Shen et al. (2010) e Ferrara et al. (2010) verificaram um
indice de Youden de 64,6, 58,08, 55,1 e 56,9, respectivamente, valores estes bem
proximos ao do presente estudo. Okan et al. (2009) encontraram para o indice de
Mentzer valores de 82% para sensibilidade, 78% para especificidade e o sexto maior
valor para o indice de Youden (60) dentre as nove férmulas testadas por estes
pesquisadores. O resultado de area sob curva ROC (0,921) encontrado por Janel et al.
(2011) para o IM foi bastante semelhante ao observado neste estudo. Em dissertagéo
de Mestrado (MATOS, 2007) foram observados valores de indice de Youden (56,3) e
de eficiéncia (83,0%) semelhantes aos encontrados no atual estudo.

Em oitavo lugar em valor de eficiéncia (35,1%) ficou o indice de Ricerca cujos
valores de indice de Youden e area sob a curva ROC foram 22,6 e 0,960. Poucos
estudos testaram a eficiéncia da férmula de Ricerca. Beyan et al. (2007) e Okan et al.
(2009) encontraram valores de indice de Youden baixos para a férmula de Ricerca
sendo -0,2 e 12, respectivamente, revelando a pequena acuracia desta formula na
diferenciacéo entre anemia ferropriva e talassemia menor. Nos estudos de Alfadhli et al.
(2006) e Shen et al. (2010) foram observados valores de indice de Youden
semelhantes, a saber: 51,6 e 54,1, respectivamente. Dentre as formulas testadas por
Janel et al. (2011), o indice de Ricerca apresentou o quarto menor valor do indice de
Youden (66,63).
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Finalmente, o indice de Shine & Lal se mostrou o discriminante com pior
desempenho na distingdo entre anemia ferropriva e talassemia menor. O indice em
guestdo apresentou um valor de eficiéncia e indice de Youden de apenas 22,7% e 5,1,
respectivamente; e, a menor area sob a curva ROC (0,784), revelando a baixa acuracia
da formula. Os resultados encontrados estdo de acordo com os achados de Demir et al.
(2002), Alfadhli et al. (2006), Beyan et al. (2007), Matos (2007) e Shen et al. (2010) que
encontraram valores do indice de Youden extremamente baixos, de zero, 0.5, 11.1, 4.8
e -0,8, respectivamente. Como ja citado anteriormente, um indice de Youden com valor
préximo a zero sugere que o método utilizado ndo € melhor que qualquer técnica usada
ao acaso. Os pesquisadores Green & King (1989) ja& haviam encontrado baixo
desempenho da férmula criada por Shine & Lal, tendo este indice diagnosticado
corretamente somente 11% dos pacientes portadores de anemia ferropriva e 100% dos
pacientes com B-talassemia menor. England & Fraser (1979) verificaram também que o
indice de Shine & Lal diagnosticou corretamente 100% dos pacientes portadores de f-
talassemia menor, poréem 100% dos pacientes com anemia ferropriva foram
erroneamente classificados como B-talassémicos menores. Também no estudo de
Janel et al. (2011) foi verificado que o valor da area sob a curva ROC (0,770) do indice
de Shine & Lal foi um dos menores dentre os indices testados, sendo este resultado
semelhante ao observado no presente estudo. Entretanto, contrariando os resultados
encontrados nos trabalhos acima citados, o estudo conduzido por Okan et al. (2009)
obteve para a férmula de Shine & Lal os maiores valores para o indice de Youden,
tanto no grupo dos pacientes portadores de moderada a severa anemia ferropriva (88)
guanto no grupo com leve a moderada anemia ferropriva (91).

Em relacdo a concordancia dos indices com o meétodo padrédo-ouro para
diagnostico da anemia ferropriva e talassemias menores (ferritina sérica para a anemia
ferropriva; eletroforese de hemoglobina para a -talassemia menor e método molecular
para o traco o-talassémico), foi observada uma excelente concordancia dos indices de
Green & King, indice do RDW e o Novo Iindice, demonstrando sua boa aplicabilidade na
pratica clinica. O indice de Sirdah apresentou boa concordancia e os indices de Ehsani,
de Mentzer e de Srivastava, moderada concordancia. Contudo, o indice de Ricerca e

principalmente o indice de Shine & Lal apresentaram valores extremamente baixos
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para o coeficiente kappa indicando auséncia de concordancia e, desta forma, nao
devem ser utilizados para o diagnostico das anemias microciticas estudadas.

Finalmente, cumpre ressaltar que ao nosso ver uma grande vantagem do Novo
indice sobre o indice de Green & King, cujos resultados foram similares, consiste no
fato de que a formula do primeiro indice (NI) ndo depende dos valores de RDW, os
guais sao obtidos apenas em contadores automaticos bastante modernos. Desta forma,
o NI pode ser aplicado nas regides onde os laboratorios ndo dispdéem de tecnologias
avancadas. Concluindo, o NI, por suas caracteristicas de simplicidade, apresenta
grande potencial de aplicagcdo como ferramenta de screening para diferenciacéo entre
anemia ferropriva e talassemias menores.

O uso dos indices ndo substitui os exames “padrdo-ouro” no diagnostico das
anemias microciticas e hipocrdmicas. No entanto, cabe salientar que em determinadas
condicbes de concomitancia de doencas (por exemplo, anemia ferropriva e ADC), até
mesmo os resultados dos exames padrao-ouro podem sofrer interferéncia da doenca
intercorrente, dificultando o diagnéstico. E bem conhecido que o diagnéstico da anemia
ferropriva é particularmente alterado em pacientes com condi¢des inflamatorias agudas
ou crbnicas porque a maioria dos marcadores bioquimicos do metabolismo do ferro é
afetada pela reacdo de fase aguda (BRUGNARA, 2003). A interferéncia nos exames
padrdo-ouro de uma doenca concomitante pode ser exemplificada pelo aumento da
ferritina em pacientes com ADC o que poderia vir a mascarar uma anemia ferropriva em
desenvolvimento; ou, também, a possivel diminuicdo dos niveis de HbA, em um
paciente portador de [(-talassemia menor quando este apresenta simultaneamente a
anemia ferropriva (EL-AGOUZA et al., 2002; WEISS, 2002). A possibilidade de reducéo
dos niveis de HbA, devido & anemia ferropriva levou Madan et al. (1998) a sugerir que
para cada grupo populacional seria necessario avaliar a utilidade da dosagem de HbA;
como um teste confirmatério para a presenca de [-talassemia menor
concomitantemente a anemia ferropriva.

Entdo, embora ndo seja possivel alcancar um diagndéstico definitivo de anemia
ferropriva ou talassemia menor baseando-se meramente nas fungbes discriminantes,
estes simples calculos podem ser potencialmente Gteis no screening de pacientes com

anemias microciticas. O uso rotineiro de tais férmulas poderia oferecer um
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direcionamento para a escolha de testes laboratoriais confirmatérios com custos mais
altos quando assim fosse necessario e evitar um tratamento inapropriado, resultando

assim em significante reducéo de gastos pelo sistema de saude.

6.6 Potencial aplicacdo de indices em casos de conc omitancia de anemias
microciticas

No grupo portador concomitantemente de anemia ferropriva e talassemia menor,
composto de 42 pacientes, os resultados da aplicacdo dos trés melhores indices, a
saber indice de Green & King, indice do RDW e Novo indice foram: 39, 40 e 38
pacientes diagnosticados como portadores de anemia ferropriva pelos indices de Green
& King, indice do RDW e Novo indice, respectivamente.

E conhecido que nem sempre se obtém resultados totalmente fidedignos na
aplicacdo das inumeras formulas desenvolvidas com a finalidade de discriminar as
causas de anemia microcitica e hipocromica. Certamente, um dos motivos disso, € a
concomitancia de doencas que ocorre em muitos pacientes. Mentzer (1973) ao testar
sua férmula e o indice de England & Fraser verificou que os pacientes portadores de
talassemia menor foram erroneamente classificados como deficientes em ferro quando
outras causas de anemia estavam presentes tais como hemdlise, hemorragia ou
gravidez. Este pesquisador verificou ainda que, em geral, doencas coexistentes que
influenciam a contagem de eritrocitos tais como a doenca pulmonar obstrutiva cronica
caracterizada por policitemia, invalidam os indices de England & Fraser e o seu préprio
indice como parametros diagnosticos para anemia ferropriva e talassemia menor.
Green & King (1989) também observaram que ao aplicar a fungdo discriminante
elaborada pelos mesmos em pacientes onde coexistiam anemia ferropriva e talassemia

menor, esta indicava anemia ferropriva.

6.7 LimitagcOes deste estudo

Apesar das vantagens e facilidades da aplicacdo do NI na pratica laboratorial,
cabe ressaltar uma limitagdo desta e de outras formulas considerando que ndo séo
capazes de diferenciar anemia ferropriva de talassemias menores em todos os casos. A

luz desse conhecimento, duas situagdes podem ocorrer e merecem atengao especial:
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- A aplicagdo do indice indicou talassemias menores mas, o paciente é portador de
anemia ferropriva. Neste caso, 0 acompanhamento do paciente faz-se necessério e
indicara, ao longo do tempo, reducdo expressiva nos niveis de hemoglobina circulante,
induzindo o médico a solicitacdo de exames investigatorios do metabolismo do ferro.

- A aplicacdo do indice indicou anemia ferropriva mas, o paciente é portador de
talassemias menores. Nesta situagdo, também o acompanhamento do paciente se faz
necessario e norteard a conduta médica. Neste caso, a prescricdo de ferro nao
aumentaria o nivel de hemoglobina sinalizando para um distarbio genético.

Nos casos de concomitancia de doengas, o acompanhamento também podera
esclarecer a melhor conduta médica a ser adotada. Portanto, o NI constitui uma
ferramenta Util na orientacdo do médico quanto a conduta inicial a ser adotada; porém,
ndo dispensa o acompanhamento do paciente que, eventualmente, podera necessitar
de exames confirmatorios para elucidar a forte suspeita levantada inicialmente por meio
da aplicacéo deste simples indice.

Uma outra limitacdo do presente estudo se refere ao tamanho amostral analisado
gue estende os valores dos intervalos de confianga para sensibilidade no diagnostico
da talassemia menor e especificidade para o diagndstico da anemia ferropriva.
Indubitavelmente, para uma maior confiabilidade dos resultados apresentados faz-se
obrigatéria a aplicacdo do NI em populagbes maiores e distribuidas em diferentes
partes do mundo.

Finalmente, outra limitacido referente a aplicagdo do Novo indice, seria seu
calculo para criancas, uma vez que tanto para seu desenvolvimento quanto para sua
validacdo foram utilizadas populacdes adultas. Desta forma, ndo € possivel interpretar
seus valores neste caso. Para que sua aplicacdo em criancas seja confiavel é

necessario um estudo abrangendo individuos com idade inferior a 18 anos.
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7 CONCLUSOES

1) O Novo indice (NI), juntamente com o indice de Green & King e o indice do RDW,
apresentaram grande acuracia na discriminacdo entre anemia ferropriva e talassemias
menores e excelente concordancia com os métodos padrédo-ouro de diagnostico das

referidas anemias, mostrando boa aplicabilidade na pratica clinica;

2) O Novo Indice (NI) representa uma inovacao na discriminagdo entre as duas anemias
referidas acima, com potencialidade de ampla aplicacédo, considerando apresentar a

vantagem de ser dependente apenas do niumero de hemécias e do CHCM,;

3) A utilizacao do Novo Indice (NI) no diagnéstico diferencial entre as anemias ferropriva
e talassemias menores apresenta, como vantagens, além do direcionamento do
provavel diagnostico:

- a reducdo do tempo gasto por profissionais médicos e dos laboratérios na realizagdo
de técnicas de baixa sensibilidade para diagnéstico de talassemias, principalmente das
o-talassemias;

- Economia de recursos financeiros dispendiosos uma vez que analises moleculares
estdo disponiveis em pequeno numero de laboratérios especializados e ndo constituem
técnicas diagnosticas acessiveis a populagdo em geral;

- Maior satisfacdo do paciente e equipe envolvida;

4) Uma minuciosa investigacdo em amostras de sangue de pacientes com anemia
microcitica e hipocrébmica, valendo-se de métodos moleculares, revelou uma frequéncia
de a-talassemia nos grupos de pacientes dos dois hospitais publicos do Estado de
Minas Gerais, compativel com aquela descrita na literatura, o que indica a necessidade

de introducédo de tais métodos para diagnosticar corretamente casos especificos;

5) A comparacdo entre os resultados obtidos para diagnéstico de a-talassemia quando

foram utilizados diferentes métodos de investigacdo (Métodos moleculares x Métodos
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convencionais), revelou a baixa sensibilidade dos meétodos convencionais para o0

diagndstico da a-talassemia em suas formas menores;

6) Diante dos resultados obtidos no presente estudo, presume-se que o0
desenvolvimento deste contribuiu, dentre outros aspectos, para aperfeicoar o
diagnostico diferencial das anemias microciticas e hipocrdmicas valendo-se de um
simples indice facilmente aplicavel por aqueles que atuam em laboratorios clinicos, bem
como para se conhecer a frequéncia da a-talassemia em nosso meio, distarbio esse,

subdiagnosticado;

7) Finalmente, os resultados obtidos neste estudo permitem a aplicagdo do NI como
ferramenta de triagem em laboratérios clinicos, porém havendo necessidade do uso de
testes moleculares para confirmacéo de possiveis casos de talassemias em situagbes

especificas.
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PERSPECTIVAS

A oportuna possibilidade de novos estudos em continuidade aos procedimentos
iniciais de validacdo desenvolvidos no presente estudo podera se tornar uma realidade,
mediante estagio pds-doutoral previsto para ser realizado, sob a supervisdo do Dr.
Ralph Green (MD, PhD, FRCPath), autor do indice de Green and King, na Universidade
da Califérnia, Davis, a partir de janeiro de 2013. Contatos ja foram efetuados entre a
orientadora do presente estudo e o Dr. Green durante o XXXIV World Congress of the

International Society of Hematology, em abril de 2012, no México.
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ANEXO A - Desenvolvimento do Novo indice (NI)

CONSTRUINDO E AVALIANDO INDICES DE DISCRIMINACAO DO TIPO DE
ANEMIA EM PACIENTES UTILIZANDO VARIAVEIS DO HEMOGRA MA, POR MEIO
DE ANALISE DISCRIMINANTE LINEAR DE FISHER E REAMOST RAGEM
BOOTSTRAP

Ricardo Luiz Vilela de Castro®

! Bacharel em Estatistica pela Universidade Federal de Minas Gerais e Analista de
Politicas Publicas do Hospital Municipal Odilon Behrens.

Introducéo

Este estudo teve como objetivo construir, pelo menos, um novo indice de predi¢do

do tipo de anemia em pacientes usando varidveis do hemograma e comparar 0S
resultados deste(s) indice(s) com outros indices descritos na literatura.
Primeiramente foi utilizada uma amostra de 106 pacientes para a estimacao dos indices
e, em seguida, foi utilizada outra amostra, de 185 pacientes, para a validacdo destes
indices e comparacdo com os demais da literatura, atraves, principalmente, da area sob
a curva ROC (ZOU, 2007), bem como a maxima proporcdo de acertos, sensibilidade,
especificidade (AGRESTI, 2002) e coeficiente kappa de concordancia (COHEN, 1960).

Os métodos utilizados para o desenvolvimento deste indice foram a analise
discriminante de Fisher (linear) e a analise discriminante ndo linear (MINGOTI, 2005).
Com o primeiro banco, foram construidos indices com todas as combinacfes lineares
das variaveis do hemograma (uma a uma variavel, duas a duas, trés a trés, quatro a
guatro, cinco a cinco e com as seis variaveis) e com todas as combinac¢des nao lineares
das variaveis do hemograma, duas a duas. Foi decidido ndo utilizar o modelo n&o linear
para indices com mais de duas variaveis porque o indice ficaria com uma equacao

muito complexa com, pelo menos, nove termos.
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A distribuicdo normal e a fungao discriminante

Ambos os métodos (linear e ndo linear) pressupdem que as variaveis possuem
distribuicdo normal multivariada ou, pelo menos, uma distribuicdo ndo muito diferente
da normal (MAGALHAES, 2011).

Assume-se que uma variavel aleatoria X tem distribuicdo normal quando esta possui
uma funcdo de densidade de probabilidades (fdp) dada pela equacdo (MAGALHAES,
2011):

SHy

H|II"'

e .
="
Fx0o Oz

Onde & e & sdo a média e o desvio padrao da variavel X, respectivamente.

Suponha-se um caso em que haja uma mistura de duas populacdes (no conceito
estatistico de populagédo), como no caso das anemias ferropriva e talassemias menores.
Os individuos com anemia ferropriva vém de uma populacdo com determinada variavel
do hemograma com média p; e desvio padrdo o;, enquanto os individuos com
talassemia vém de outra popula¢do, com média u, e desvio padrao o,. Assim, a analise
discriminante, neste caso, simplesmente consiste em calcular e comparar em qual das
duas populacdes determinado individuo tem maior probabilidade de pertencer, ou seja,
possui maior funcéo de densidade de probabilidade (MINGOTI, 2005).

Uma maneira direta de fazer esta comparacao € dividir fx, por fxz, e avaliar se o

resultado € maior ou menor que 1.

fxlﬁf]
fx,00

Se 4 =1  infere-se que a observacéo pertence a populacdo 1. Se A&) <1 3

AG) =

populacdo 2. Se Akx) =1 | significa que a densidade de probabilidade é a mesma em
ambas as populagbes, portanto, € possivel escolher qualquer uma das duas
populacodes.

Vale ressaltar que o critério para a tomada de decisdo pode ser diferente de 1,
caso seja considerado que um tipo de erro de classificacdo seja mais grave que 0 outro,
ou se a distribuicdo a priori destas populacdes seja diferente. Um exemplo da primeira

excecdo seria quando a populacdo 1 for de pessoas com determinada doenca e a
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populagdo 2 de pessoas sem esta doenca. Assim, é preferivel classificar erroneamente
uma observacéo da populacédo 2 (ndo doente) como sendo da populacédo 1 (doente) do
gue classificar uma observacédo da populacdo 1 (doente) como sendo da populacéo 2
(n&o doente). Neste caso, seria melhor escolher um ponto de corte menor que 1, ou
seja, a populacdo 2 sO seria escolhida caso a densidade de probabilidade da
observacao fosse bem maior na fdp de X, que na fdp de X;.

Populacéo=

l1se Alx)=>c

2se AlX)<c

lou2sesedAl)=c
onde c<1.

A segunda excecdao seria, por exemplo, quando a populacédo de doentes for muito
menor que a de nao doentes. Por exemplo, se a frequéncia de doentes for de 1% e a
de ndo doentes de 99%. Também seria melhor tomar um ponto de corte ¢ menor que 1,
e os critérios de classificagéo iguais aos mostrados na primeira excecéo.

Entretanto, geralmente tem-se em maos mais de uma variavel, e é justamente
neste caso que se torna mais necessario um método de classificagdo dos individuos.
Assim, no caso de p variaveis utiliza-se a seguinte notagdo vetorial. Seja X = (Xy,

Xa,...,Xp)’ O vetor aleatério composto pelas p variaveis aleatorias, # = (s- pi2s e t1p) @
vetor de médias destas p variaveis e £ a matriz de covariancias destas p variaveis. A
matriz de covaridncias € composta pelas variancias de cada variavel e pelas
covariancias de cada par de variaveis, da seguinte forma: o elemento da linha i e da
coluna j da matriz, onde i#j, representa a covariancia das variaveis X; e X;. Se i=j, 0
elemento representa a propria variancia da variavel X;, e, portanto, a diagonal da matriz
Z representa as variancias das variaveis. Como cov(X; X;) = cov (X, Xj), a matriz Z é
simétrica em torno de sua diagonal.

Tendo definido a notacdo do caso multivariado, é possivel construir a funcéo de
densidade de probabilidade da normal multivariada (MINGOTI, 2005), que é:
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2(;{— p:)f}:— 1(;{— ,r_:,]

2| 2n)

fx®)=%

Onde IZ1 é o determinante da matriz £ e o simbolo (¥ — &)’ significa o vetor transposto
do vetor (X — 1),

E no caso da analise discriminante, temos um vetor de médias Hi1e 2 para cada
populacdo, assim como uma matriz de covariancias Z: e Zz também para cada

populacéo. Assim, a funcao discriminante fica sendo (MINGOTI, 2005):

1, oy
(E_El‘x_“i}fzi_kﬁ_“:}
. I
5,120 /2
A== 1 1. s
E—:'ﬁ—az}’zg-'ﬁ—#:}
15 '.'Ellr
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o3 ) BT () R (K—p2) 57 (K —2)
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IZ, [ /2(2m) /2 121 /2 @n) /2

E que pode ser simplificada para
—21a(200) = [ —pa)E K — )] = [ — 1) 237 (0 — )] + 1005, D — InQZ; D

Quando as matrizes de covariancias das duas populacdes sdo (21 =%z =1) é
possivel chegar & equacdo de uma reta, que € o que se denomina discriminante linear
de Fisher (FISHER, 1936):

1
faX) = (uy - #:TE_IX - E(l“j. - #:]rz_l(l'-‘lj. + g

Onde o critério de classificacdo seria: se fd(X) =0 | a observacéo é classificada como
da populacao 2, e caso contrario como da populacéo 1.

Antes de avaliar se as variaveis do hemograma tém ou nao distribuicdo normal,
vale ressaltar que o fato de determinada variavel ndo possuir distribuicdo normal ndo
impede o uso do método acima. E claro que se a distribuicdo das variaveis for
conhecida, € possivel construir outra funcdo discriminante, com a fdp da distribuicdo
referida no lugar da fdp da distribuicdo normal, e o indice construido com esta fungéo
discriminante seria melhor que o construido com a funcdo que utiliza a distribuicao
normal. O problema é que é quase impossivel saber qual a distribuicdo dos dados, caso
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as variaveis ndo tenham distribuicdo normal. Além disso, como existe um banco para a
construcao do indice e outro para a validacdo, caso a suposi¢cdo de normalidade dos
dados seja muito falha, os indices construidos ndo terdo um bom resultado com o
banco de validacao.

Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk (SHAPIRO, 1965) nas seis
variaveis, para cada tipo de anemia, e apenas as variaveis VCM, HCM e CHCM
apresentaram valor-p maior que 0,05. Entretanto, foi decidido ndo ser tdo rigoroso e
trabalhar com todas as variaveis, por dois motivos: 1) o tamanho da amostra €&
pequeno, portanto, sensivel a qualquer pequeno desvio da normalidade ou valor
extremo e, 2) uma vez que existe um banco de dados para ajustar os modelos e um
banco maior para validar, caso o desvio da normalidade seja realmente influente na
gualidade do modelo, fica quase impossivel ajustar um bom modelo com variaveis ndo

normais e este modelo também ser bem avaliado com o banco de validacéo.
Resultados com o banco de 106 pacientes (indices co  nstruidos)
Como ja foi explicado, decidiu-se, por simplicidade, apenas considerar o modelo

nao linear nos casos de duas variaveis. Assim, foram construidos 63 modelos lineares e

15 nédo lineares, e seus resultados encontram-se nas tabelas abaixo.

sensibilidade kappa
areasob maxima (méaxima especificidade  (maxima
acurva proporcao prop. (maxima prop. prop.
ID Variaveis Modelo ROC de acertos  de acertos) de acertos)  de acertos)
1 Global linear 0,58 0,80 1,00 0,13 0,13
2 Hm linear 0,86 0,89 0,95 0,65 0,64
3 Hb linear 0,88 0,92 0,98 0,74 0,76
4 MCV lineai 0,72 0,81 0,9¢ 0,3¢ 0,3¢
5 MCH linear 0,60 0,78 1,00 0,00 NA
6 MCHC linear 0,66 0,78 1,00 0,04 0,00
7 Global; Hr lineal 0,8¢ 0,87 0,9¢ 0,7¢ 0,5¢
8 Global; Hm néo-linear 0,89 0,87 0,98 0,78 0,54
9 Global; Hb linear 0,91 0,91 1,00 0,57 0,67
1C Global; Ht néc-lineal 0,91 0,91 0,9¢ 0,4¢ 0,67
11 Global; MCV linear 0,75 0,83 0,96 0,35 0,38
12 Global; MCV néo-linear 0,75 0,83 0,94 0,26 0,38
13 Global; MCH linear 0,62 0,80 1,00 0,13 0,13
14 Global; MCH néo-linear 0,62 0,80 1,00 0,13 0,13
15 Global; MCHC linear 0,68 0,80 1,00 0,17 0,13
16 Global; MCHC ndo-linear 0,68 0,80 1,00 0,17 0,13
17 Hm; Hb linear 0,88 0,92 0,94 0,87 0,78
18 Hm; Hb néo-linear 0,88 0,92 0,94 0,87 0,78
19 Hm; MCV linear 0,85 0,87 1,00 0,74 0,50
20 Hm; MCV néo-linear 0,85 0,87 1,00 0,70 0,50

21 Hm; MCH linear 0,88 0,92 0,94 0,87 0,78
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22 Hm; MCH nac-lineai 0,8¢ 0,92 0,9t 0,82 0,7¢
23 Hm; MCHC linear 0,90 0,94 0,98 0,83 0,83
24 Hm; MCHC nao-linear 0,90 0,94 0,95 0,74 0,83
25 Hb; MCV linear 0,89 0,92 0,95 0,78 0,75
26 Hb; MCV nao-linear 0,89 0,92 0,95 0,78 0,75
27 Hb; MCH linear 0,88 0,93 0,99 0,74 0,79
28 Hb; MCH nao-linear 0,88 0,93 0,98 0,70 0,79
29 Hb; MCHC linear 0,87 0,92 0,98 0,74 0,73
30 Hb; MCHC néo-linear 0,87 0,92 0,96 0,65 0,73
31 MCV; MCH linear 0,81 0,84 0,95 0,43 0,45
32 MCV; MCH nao-linear 0,81 0,84 0,94 0,39 0,45
33 MCV; MCHC linear 0,81 0,84 0,95 0,43 0,45
34 MCV; MCHC nao-linear 0,81 0,84 0,95 0,43 0,45
35 MCH; MCHC linear 0,82 0,84 0,95 0,43 0,45
36 MCH; MCHC ndo-linear 0,82 0,84 0,95 0,43 0,45
37 Global; Hm; Ht lineal 0,91 0,91 0,94 0,82 0,72

38 Global; Hm; MCV linear 0,89 0,88 0,89 0,83 0,67
39 Global; Hm; MCH linear 0,91 0,91 0,92 0,87 0,74
40 Global; Hm; MCHC lineal 0,94 0,92 0,9¢ 0,7¢ 0,7¢

41 Global; Hb; MCV linear 0,93 0,92 0,99 0,70 0,72
42 Global; Hb; MCH linear 0,91 0,91 0,93 0,87 0,73
43 Global; Hb; MCHC lineal 0,91 0,9C 1,0C 0,52 0,62

44 Global; MCV; MCH linear 0,84 0,85 0,98 0,52 0,45
45 Global; MCV; MCHC linear 0,84 0,85 0,98 0,52 0,45
46 Global; MCH; MCHC linear 0,84 0,85 0,95 0,52 0,49
47 Hm; Hb; MCV linear 0,91 0,92 0,99 0,65 0,72
48 Hm; Hb; MCH linear 0,87 0,92 0,99 0,87 0,72
49 Hm; Hb; MCHC linear 0,90 0,91 0,95 0,74 0,71
50 Hm; MCV; MCH linear 0,90 0,92 0,99 0,65 0,72
51 Hm; MCV; MCHC linear 0,90 0,92 0,99 0,65 0,72
52 Hm; MCH; MCHC linear 0,90 0,92 0,99 0,65 0,72
53 Hb; MCV; MCH linear 0,91 0,91 0,99 0,74 0,68
54 Hb; MCV; MCHC linear 0,91 0,91 0,99 0,74 0,68
55 Hb; MCH; MCHC linear 0,91 0,91 0,99 0,61 0,68
56 MCV; MCH; MCHC linear 0,81 0,84 0,95 0,43 0,45
57 Global; Hm; Hb; MCV linear 0,94 0,92 0,98 0,74 0,73
58 Global; Hm; Hb; MCF lineal 0,91 0,9C 0,9 0,74 0,6¢

59 Global; Hm; Hb; MCHC linear 0,94 0,92 0,95 0,78 0,7
6C Global; Hm; MCV; MCF lineal 0,94 0,92 0,9¢ 0,7¢ 0,7¢

61 Global; Hm; MCV; MCHC linear 0,94 0,92 0,96 0,78 70,
62 Global; Hm; MCH; MCHC linear 0,94 0,92 0,96 0,78 7D,
63 Global; Hb; MCV; MCF lineal 0,94 0,92 0,9¢ 0,74 0,7¢

64 Global; Hb; MCV; MCHC linear 0,94 0,92 0,96 0,74 70,
65 Global; Hb; MCH; MCHC linear 0,94 0,92 0,96 0,74 79,
66 Global; MCV; MCH; MCHC lineal 0,84 0,8¢ 0,9t 0,52 0,52

67 Hm; Hb; MCV; MCH linear 0,90 0,92 0,99 0,65 0,72
68 Hm; Hb; MCV; MCHC linear 0,90 0,91 0,94 0,78 0,72
69 Hm; Hb; MCH; MCHC linear 0,90 0,91 0,98 0,74 0,69
70 Hm; MCV; MCH; MCHC linear 0,90 0,90 0,98 0,83 0,66
71 Hb; MCV; MCH; MCHC linear 0,90 0,91 0,99 0,61 0,68
72 Global; Hm; Hb; MCV; MCH linear 0,94 0,92 0,95 0,78 0,75
73 Global; Hm; Hb; MCV; MCHC linear 0,94 0,91 0,95 8,7 0,71
74 Global; Hm; Hb; MCH; MCHC linear 0,94 0,92 0,95 8,7 0,75
75 Global; Hm; MCV; MCH; MCHC linear 0,94 0,91 0,96 70, 0,70
76 Global; Hb; MCV; MCH; MCHC linear 0,94 0,91 0,96 70, 0,70
77 Hm; Hb; MCV; MCH; MCHC linear 0,90 0,90 0,99 0,83 ,60
78 Global; Hm; Hb; MCV; MCH; MC linear 0,94 0,91 0,96 0,70 0,70

A tabela acima apresenta a area sob a curva ROC, a maxima proporcado de
acertos, a sensibilidade e a especificidade no ponto de corte de maxima proporcao de
acertos (AGRESTI, 2002) e o coeficiente de concordancia kappa (COHEN, 1960).

Um resultado interessante observado é que praticamente todos os indices com

guatro ou mais variaveis obtiveram uma érea sob a curva ROC maior ou igual a 0,90.
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Isso, contudo, provavelmente é devido ao “super ajuste” do modelo com poucas
observacbes e muitas variaveis. E esperado que estes modelos ndo obtenham
resultados assim téo satisfatérios com o banco de validacao. Isto porque todas as seis
variaveis do hemograma séo correlacionadas entre si, e nestes casos, em geral ndo é
necessario trabalhar com todas as variaveis. Uma vez que uma ja traz um pouco da
informacdo da outra, basta trabalhar com algumas, que indiretamente refletirdo todas.

De qualquer forma, escolheu-se dentre estes 78 indices os que possuiam as
maiores areas sob a curva ROC, e estes foram avaliados no banco de validagéo,
juntamente com os outros indices descritos na literatura.

Outro resultado importante é que alguns indices com duas variaveis também
apresentaram area sob a curva maior ou igual a 0,90. Foram eles: Global + Hb (linear e
nado-linear) e HM+CHCM (linear e ndo-linear).

Os valores de area sob a curva ROC foram comparados estatisticamente. Como
ndo sdo conhecidas as distribuicbes de probabilidade das variaveis estudadas, e para
isto seria necessario comparar a distribuicdo de cada variavel com alguma distribuicéo
conhecida, o que demandaria bastante tempo e trabalho e sem garantia de resultados
satisfatorios (descobrir a distribuicdo de probabilidades de cada uma das variaveis
separadamente e de todas elas conjuntamente), resolveu-se utilizar reamostragem por
Bootstrap (EFRON, 1979). Mas antes de descrever esta técnica, a metodologia classica
de testes de hipoteses (MAGALHAES, 2011) sera apresentada.

Teste de hipOteses e reamostragem  Bootstrap

Para se testar estatisticamente uma hipotese (no caso em que um indice possui
uma area sob a curva ROC maior que outro), € necessario primeiramente construir as
hip6teses nula (Hp) e alternativa (Hs).

Ho: as areas sob a curva ROC dos dois indices sdo iguais, ou seja, 41 = 4z = A,
Hi: as areas sob a curva ROC dos dois indices séo diferentes, ou seja, 41 # A4z,
Para nédo haver confusdo entre os verdadeiros valores das areas 4. e 42 e suas

estimativas (as areas calculadas com a amostra), decidiu-se representar as estimativas

com 4, e 4.,
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Foi calculada, entdo, a probabilidade (valor-p) de se ter uma diferenca tdo grande
ou maior que a observada na amostra, sob a hip6tese nula. Por exemplo, no caso da
comparacgdo entre os indices 7 e 23 da tabela acima, em que o modulo da diferenca
das duas areas foi 10,89 —0,30] = 0,01 | tem-se que :

Valor-p = Fas=a; (J4: - 42| = 0.01)

Onde |é-se: o valor-p € a probabilidade, sob a hipétese nula de igualdade das areas sob
a curva ROC, de que ocorra em uma nova amostra uma diferenca (em modulo) das
areas tao grande ou maior que a ocorrida na presente amostra.

Caso esta probabilidade seja muito pequena, foi decidido rejeitar a hipotese de
igualdade das areas na populacdo. Tem-se, portanto, que escolher um critério para ser
considerado quando esta probabilidade € pequena e quando esta ndo é pequena, e da-
se 0 nome do valor deste critério de nivel de significancia. Optou-se por escolher o valor
usual de 0,05 para o nivel de significancia (MAGALHAES, 2011).

A questdo agora passa a ser como calcular esta probabilidade sob Ho. A area A (A
= A, = Az) pode assumir qualquer valor entre 0 e 1 e, em tese, poder-se-ia escolher
qgualquer valor entre 0 e 1, uma vez que a hipétese nula ndo especificou qualquer um

destes valores. Contudo, sabe-se que quanto mais proximo este valor A for das

estimativas encontradas 4. e Az, mais proximo da realidade sera o resultado. Por

7

exemplo, no caso dos indices 7 e 23, onde A:=0,89 e A:=090 njo é uma boa
escolha para Hp o valor A=0,10. Se assim for feito, apesar de se conseguir calcular a
probabilidade de que (0 modulo da) a diferenca das areas seja maior ou igual a 0,01,
esta probabilidade ndo seréa condizente com os valores observados na amostra, mais

préximos de 0,90 que de 0,10. Resolveu-se, portanto, escolher para Hp algum valor de

A tal que A:=A = A; nos casos em que A=Az, e A:=A = A, nos casos em que

Az= A, . No exemplo dos indices 7 e 23, escolher-se-ia para A algum valor entre 0,89 e
0,9

o

Entretanto, mesmo tendo escolhido o valor para as areas na hipotese nula, ainda
ndo é possivel analiticamente calcular a probabilidade de que a diferenca (em mdédulo)

entre as areas na amostra seja maior ou igual a 0,01, pois ndo sdo conhecidas as
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distribuicdes de probabilidade dos indices. Para resolver este problema, foi utilizada a
técnica de simulagdo por reamostragem denominada Bootstrap.

No Bootstrap, a selecdo da reamostra é sempre feita selecionando aleatoriamente
os individuos (amostragem com reposicdo, ou seja, 0 mesmo individuo pode ser
escolhido mais de uma vez), e ndo os valores dos indices separadamente (EFRON,
1979). Assim, por exemplo, se estiverem sendo comparados os indices 7 e 23, e
determinado individuo da amostra possui os valores 10,1 e 35,0 em cada indice, e
sempre que este for escolhido, os valores dos dois indices na reamostra serdo também
10,1 e 35,0, ou seja, um valor ndo pode ser selecionado e o0 outro ndo. A reamostragem
tem que ser feita desta forma para que a correlacdo esperada entre os indices na
reamostra seja a mesma da correlacdo na amostra, assim como a distribuicdo esperada
de cada indice separadamente na reamostra também seja a mesma da amostra. Desta
forma, com as distribuicbes univariadas e correlacbes esperadas da reamostra sendo
iguais as da amostra, tem-se que a distribuicdo bivariada esperada da reamostra
também é a mesma da distribuicdo bivariada da amostra.

A simulacgéo foi dividida em duas principais etapas. A primeira etapa é a simulacao
para encontrar uma reamostra sob Hp, ou seja, em que as areas das curvas ROC dos
indices da reamostra sdo iguais e estdo entre os valores das areas dos indices na
amostra original. Esta reamostra serd considerada como a populacdo da segunda
etapa, que consiste em reamostrar a partir desta populacdo sob Hy e calcular o valor-p

do teste de hipéteses descrito anteriormente. Abaixo foram detalhadas as duas etapas.
Primeira etapa

1) Foi simulado n (onde n é exatamente o tamanho da amostra original) individuos
por reamostragem com reposicdo, conforme descrito no paragrafo anterior, a partir
da amostra original,

2) Calculou-se a éarea da curva ROC dos dois indices da reamostra bem como a
diferenca entre estas;

3) Foi avaliado se as areas sob a curva ROC dos dois indices sdo iguais e se estas

areas estdo dentro do intervalo entre 4, e 4z
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4) Se pelo menos uma das comparacdes do item 3 for falsa, retorna-se ao passo 1,
até que no passo 3 ambas as comparacdes sejam verdadeiras;
5) A reamostra final, entdo, pode ser usada como uma populacdo sob Hp na

segunda etapa.
Segunda etapa

1) Realizou-se a etapa 1 m; vezes e registrou-se as m; populagdes sob Hy
encontradas.

2) Foi escolhida (sem reposicéo) uma destas m; populacdes e simulou-se a partir
desta n individuos por reamostragem com reposicéo (cada individuo possui valores
para os dois indices);

3) Calculou-se a é&rea da curva ROC dos dois indices da reamostra bem como a
diferenca entre elas;

4) Foi avaliado se o modulo da diferenca entre as areas sob a curva ROC dos

7

indices reamostrados é maior ou igual a |‘:{1_ n=|, e registrou-se o resultado na
forma dicotdmica, ou seja, verdadeiro ou falso;

5) O processo foi repetido a partir do passo 2 m; vezes para cada uma das m;
populagdes sob Hyp encontradas no passo 1;

6) Ao final das mim; simulacdes, foram somados todos os resultados do tipo
“verdadeiro” encontrados, e estes foram divididos por m;m,. Este valor é uma
estimativa por Bootstrap do valor-p do teste de hipéteses da comparagdo entre as
areas sob a curva ROC dos dois indices;

Foi escolhido o indice que obteve o maior valor de area sob a curva ROC como
indice de referéncia. Na verdade, como varios indices ficaram “empatados” no primeiro
lugar com area de 0,94, foi escolhido aleatoriamente o indice 63, que é funcdo das
variaveis Global, Hb, VCM e HCM:

163 = —0,214 + Global — 1,293 + Hb + 0,536« MCV — 0,643 « MCH
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Resultados do Bootstrap

Através da simulacdo por reamostragem Bootstrap, foi observado que 40 indices
foram considerados iguais ao indice 63, no que diz respeito a area sob a curva ROC.
Foram eles: 8, 9, 10, 17, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 49, 50, 51,
53, 54, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 67, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 76 e 78.

Decidiu-se, entéo, partir para o banco de validacao, que conta com informacdes de 185
pacientes, e comparar estes 40 indices com os indices escolhidos na literatura:
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kappa
sensibilidade especificidade (maxima
area sob maxima (méxima (méaxima prop.
acurva proporcao prop. prop. de
ID Variaveis Modelo ROC de acertos de acertos) de acertos)  acertos)
GK Hb; RDW; MCV nao-linear 0,957 0,946 0,994 0,733 0,777
SL MCH; MCV nao-linear 0,784 0,838 1,000 0,000 NA
Srivastava Hm; MCH ndo-linear 0,888 0,876 0,968 38,5 0,446
RDWI Hm; MCV; RDW nao-linear 0,969 0,962 1,000 ®80 0,846
IE Hm; MCV lineal 0,90¢ 0,89 0,97¢ 0,561 0,55¢
IS Hm; Hb; MCV; MCH linear 0,931 0,919 1,000 0,567 0,626
IR Hm; RDW nao-linear 0,960 0,962 0,994 0,800 0,851
MI Hm; MCV nac-lineal 0,91¢ 0,891 0,97¢ 0,561 0,55¢
8 Global; Hm ndo-linear 0,932 0,914 0,981 0,800 3D,6
9 Global; Hb linear 0,793 0,865 1,000 0,167 0,251
1C Global; Ht nac-lineal 0,78( 0,85¢ 0,981 0,361 0,26¢
17 Hm; Hb linear 0,948 0,930 0,961 0,767 0,738
21 Hm; MCH linear 0,946 0,919 1,000 0,700 0,626
23 Hm; MCHC lineal 0,95( 0,951 0,99¢ 0,80( 0,821
24 Hm; MCHC nao-linear 0,937 0,957 0,994 0,767 0,82
25 Hb; MCV linear 0,954 0,951 0,994 0,733 0,802
26 Hb; MCV nao-linear 0,949 0,946 0,994 0,733 0,777
27 Hb; MCH linear 0,944 0,919 0,942 0,800 0,713
29 Hb; MCHC linear 0,803 0,876 0,968 0,400 0,446
37 Global; Hm; Hb linear 0,927 0,919 0,987 0,567 650,
39 Global; Hm; MCH linear 0,923 0,919 0,987 0,567 ,650
40 Global; Hm; MCHC linear 0,939 0,951 0,987 0,767 0,808
41 Global; Hb; MCV linear 0,942 0,941 0,974 0,767 T2
42 Global; Hb; MCH linear 0,919 0,908 0,974 0,600 ,616
43 Global; Hb; MCHC linear 0,797 0,865 1,000 0,167 0,251
49 Hm; Hb; MCHC linear 0,946 0,941 0,994 0,700 Q,75
50 Hm; MCV; MCH linear 0,945 0,941 0,994 0,700 a,75
51 Hm; MCV; MCHC lineal 0,947 0,94¢ 0,981 0,73 0,78¢
53 Hb; MCV; MCH linear 0,946 0,941 0,994 0,700 a,75
54 Hb; MCV; MCHC linear 0,946 0,941 0,987 0,767 587
57 Global; Hm; Hb; MC\ lineal 0,93¢ 0,93¢ 0,981 0,70( 0,74(
58 Global; Hm; Hb; MCH linear 0,919 0,919 0,981 ame6 0,661
59 Global; Hm; Hb; MCHC linear 0,933 0,935 0,974 738 0,748
60 Global; Hm; MCV; MCF lineal 0,93¢ 0,93( 0,97¢ 0,73 0,72¢
61 Global; Hm; MCV; MCHC linear 0,935 0,935 0,974 , 783 0,748
62 Global; Hm; MCH; MCHC linear 0,935 0,935 0,974 , 738 0,748
63 Global; Hb; MCV; MCH linear 0,934 0,930 0,974 783 0,723
64 Global; Hb; MCV; MCHC linear 0,934 0,930 0,974 783 0,723
65 Global; Hb; MCH; MCHC linear 0,937 0,935 0,981 738 0,740
67 Hm; Hb; MCV; MCH linear 0,943 0,941 0,994 0,667 0,751
69 Hm; Hb; MCH; MCHC linear 0,946 0,941 0,994 0,700 0,751
71 Hb; MCV; MCH; MCHC linear 0,945 0,935 0,994 0970 0,724
72 Global; Hm; Hb; MCV; MCH linear 0,932 0,930 0P6 0,733 0,731
73 Global; Hm; Hb; MCV; MCHC linear 0,934 0,935 i) 0,733 0,748
74 Global; Hm; Hb; MCH; MCHC linear 0,933 0,935 749 0,733 0,748
Global; Hm; MCV; MCH;
75 MCHC linear 0,932 0,930 0,987 0,733 0,706
76 Global; Hb; MCV; MCH; MCHC linear 0,933 0,930 0,981 0,733 0,715
Global; Hm; Hb; MCV; MCH;
78 MC linear 0,929 0,930 0,968 0,733 0,731
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E facil observar que o indice RDWI obteve a maior area sob a curva ROC, de
0,969. Logo, este foi escolhido como indice de referéncia para comparacao através de
reamostragem Bootstrap, da mesma forma que foi realizado com o primeiro banco de
dados.

Abaixo foram apresentados os Unicos indices em que ndo foi possivel rejeitar a
hipétese de igualdade das areas sob a curva ROC com o indice RDWI. Sobraram
apenas dois dos indices da literatura e 5 dos novos indices desenvolvidos, que foram
considerados equivalentes ao RDWI, no que diz respeito a area sob a curva ROC.
Primeiramente ressalta-se que todos o0s indices restantes da literatura utilizam a
variavel RDW, que ndo é uma variavel presente no hemograma dos contadores mais
simples. Logo, caso um novo indice que ndo utiliza esta variavel obtenha um resultado
semelhante a estes, este novo indice ser& preferido.

Utilizou-se também a mesma metodologia de reamostragem Bootstrap que foi utilizada
para comparar a area sob a curva ROC também para comparagdo da proporgao
maxima de acerto dos indices, além do coeficiente de concordéncia kappa no ponto de
corte de maxima proporcédo de acertos dos indices. As Unicas diferengas no método é
que reamostrou-se até encontrar m; populacdes em que a proporcdo maxima de
acertos € igual nos dois indices na etapa 1, ou seja, mudou-se as palavras “area sob a
curva ROC” por “méaxima proporcdo de acertos” (“coeficiente de kappa no ponto de
corte de maxima propor¢cao de acertos” no caso de comparar o kappa) nos passos 2 e 3
da etapa 1. Da mesma forma, também foi mudado nos passos 3, 4 e 6 da etapa 2 0
termo “area sob a curva ROC” por “maxima proporcdo de acertos” (“coeficiente de

kappa no ponto de corte de maxima propor¢cdo de acertos” no caso de comparar 0O

kappa), bem como o valor das estimativas das areas sob a curva ROC A e 4, pelas

estimativas das méaximas proporcdes de acertos Fmars € Pmarz (Kpmaxa e

ki(p.max.2)) . Assim, todos estes oito indices foram considerados semelhantes na
comparacado da maxima proporcéo de acertos e somente os indices IR, 23 (Hm; CHCM)
e 25 (Hb; VCM) foram considerados semelhantes ao RDWI quando comparado o
coeficiente de concordancia kappa no ponto de corte de méaxima proporcao de acertos.

Por dltimo, também foram comparados os indices no ponto de corte que da 95% de

sensibilidade para a anemia ferropriva. Isso porque decidiu-se que um bom indice para
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a discriminagcédo da anemia ferropriva e da talassemia deve ter uma maior sensibilidade
em diagnosticar a anemia ferropriva, uma vez que dentre os dois erros possiveis e suas
consequéncias, que sao:

1) o paciente possuir anemia ferropriva e ser diagnosticado como talassémico e

receber durante um més o tratamento especifico para talassemia;

2) o0 paciente possuir talassemia e ser diagnosticado como portador de anemia

ferropriva e receber durante um més o tratamento a base de ferro;
foi decidido que o primeiro erro possui consequéncias mais graves que o segundo.
Assim, comparou-se a propor¢ao de acertos dos sete indices que sobraram nos pontos
de corte onde a sensibilidade é alta, de 95%, com o indice RDWI (também no ponto de
corte onde a sensibilidade é de 95%). Novamente utilizando a reamostragem Bootstrap,
somente os indices 23 (Hm; CHCM) e 25 (Hb; VCM) foram considerados semelhantes
aos indices da literatura, que utilizam o RDW na sua equacgéao.
Decidiu-se escolher, portanto, os indices 23 e 25 como melhores indices lineares que
utilizam as seis variaveis do hemograma comum para predizer o tipo de anemia do
paciente (anemia ferropriva ou talassemia). Os indices s&o:
I, =316+ Hm+ 0,73 « MCHC
I.s =134«Hb— 027 « MCV
Onde os pontos de corte do indice 23 para maior proporcdo de acertos e para
sensibilidade de 95% sao 43,52 e 42,99. Ja os pontos de corte do indice 25 para maior
proporgéo de acertos e para sensibilidade de 95% s&o 8,95 e 8,98.

Abaixo foi apresentado o grafico com a reta de discriminagdo do /2z, chamando-o

de Novo indice.
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Figura 10 - valores de Hemacia e CHCM dos pacientes do banco d e dados com 185 pacientes,
de acordo com o tipo de anemia, bem como aretade  discriminacdo do Novo indice.

Abaixo também foi apresentada a curva ROC dos indices 23 (Novo indice), RDWI
e de Green & King.
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Figura 11 - Curva ROC do indice RDWI, do indice de Green & Kin g e do Novo indice.
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Poder da amostra em detectar diferencas entre as &r  eas sob a curva ROC

As duas etapas da simulacdo Bootstrap foram aproveitadas para estimar o poder
da amostra (MAGALHAES, 2011) em captar diferencas entre as areas sob a curva
ROC. Ou seja, na primeira etapa, no lugar de simular até encontrar uma populacdo com
areas iguais, foi simulado apenas uma vez, e registrou-se a diferenca entre as areas
sob as curvas ROC. Realizou-se, entdo, a segunda etapa considerando que a
reamostra da etapa 1 € a populacdo, fazendo m, repeticbes, e contando qual o
percentual de vezes destas m, repeticbes em que a hipétese nula seria rejeitada’. Este
percentual é a estimativa do poder desta amostra de 185 pacientes em detectar uma
diferenca de areas sob as curvas maior ou igual a encontrada pela simulacdo na etapa
1, ou seja, da populacédo com a qual foi realizada a etapa 2. Entéo, as etapas 1 e 2 m;
vezes foram repetidas e, no final, ter-se-a m; estimativas do poder da amostra para m;
diferencas entre as areas sob as curvas ROC.

Enfim, o resultado encontrado é que caso o médulo da diferenca entre as areas
seja de pelo menos 0,03, o poder da amostra (com a técnica de Bootstrap) em detectar
esta diferenca (rejeitar a hipotese nula) € de 80%. O valor de 80% é o valor usualmente
escolhido para célculos de poder de amostra (LEMESHOW, 1990).

Conclui-se, desta forma, que embora nao haja evidéncias estatisticas, com a amostra
coletada, de que as areas sob as curvas ROC dos indices RDWI e o indice 23
(316 = Hm + 0,73 * MCHC) sejam diferentes, esta amostra de 185 pacientes sé tem poder de
detectar diferencas de areas iguais ou superiores a 0,03. Assim, a diferenca entre as

verdadeiras areas dos indices pode variar de 0 a 0,03.

! Foi considerado que a hipétese nula seria repitada vez que a diferenca entre as areas dasscROE da
simulacdo fossem maior que o percentil 97,5 ou mene o percentil 2,5 das diferencas das areamdegas
simula¢cBes sob a hipétese nula (em que a reamestragfeita com a populacdo com areas iguais). Mo da
comparacgdo entre o indice 23 e o RDWI, estes piscab e 97,5 foram -0.02 e +0.02.



139

Bibliografia

AGRESTI, A. (2002). Categorical Data Analysis (22 ed.). New York: Wiley Series in
Probability and Statistics.

COHEN, J. (1960). A coefficient of agreement for nominal scales. Educational and
Psychological Measurement, pp. 37-46.

EFRON, B. (1979). Bootstrap Methods: Another Look at the Jackknife. The Annals of
Statistics, 7(1), pp. 1-26.

FISHER, R. A. (1936). The Use of Multiple Measurements in Taxonomic Problems.
Annals of Eugenics, pp. 179-188.

LEMESHOW, S. H. (1990). Adequacy of Sample Size in Health Studies. Chichester:
John Wiley & Sons.

MAGALHAES, M. N. (2011). Nogbes de Probabilidade e Estatistica. S0 Paulo:
EDUSP.

MINGOTI, S. A. (2005). Andlise de Dados Através de Estatistica Multivariada. Belo
Horizonte: Editora UFMG.

SHAPIRO, S. S. (1965). An analysis of variance test for normality (complete samples).
Biometrika, pp. 591-611.

ZOU, K. H. (2007). Receiver-Operating Characteristic Analysis for Evaluating Diagnostic
Tests and Predictive Models. Circulation, pp. 654-657.



ANEXO B - Parecer COEP - UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 344/09

Interessado(a): Profa. Maria das Gracas Carvalho
Depto. Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAC

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 29 de setembro de 2009, apés atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Aspectos laboratoriais das
talassemias menores™ bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEP um
ano apo6s o inicio do projeto.

Mosdliem_

Profa. Maria Teresa Margues Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 1T - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.ufimg.br
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ANEXO C - Parecer Hospital das Clinicas - UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais

. Hospital das Clinicas U F/\/\CB

Q% ", Diretoria de Ensino, Pesquisa ¢ Extensio - DEPE

Belo Horizonte, 14 de outubro de 2000.

PROCESSO: N° 114/09

TITULO: “ASPECTOS LABORATORIAIS DAS TALASSEMIAS MENORES”

SR(A) PESQUISADOR(A):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordéncia com o parecer da Comissao de Avaliagdo Econdmico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagéo pelo COEP/UFMG em 29/09/2009,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no &mbito institucional.

Solicitamos enviar & DEPE relatério parcial ou final, ap6s um ano.

Atenciosamente,

,/ i

PROF. HEN
Diretor

UE VITOR LEITE
DEPE/HC-UFMG

A Sra.

Prof®.Maria das Gragas Carvalho

Dpto. Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia/UFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100 — Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409-9379 — 3409-9375 - FAX: (31) 3409-9380 - depe@ he.ufimg.br



ANEXO D - Parecer Hospital Governador Israel Pinheiro - IPSEM G

Aipsem

PARECER CONSUBSTANCIADO N°. 129/09 CEP/HGIP/IPSEMG

CAAE - 0018.0.191.203-09

Registro CEP: 361/09 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a esta pesquisa).
Projeto de Pesquisa: “Aspectos laboratoriais das talassemias menores”

Grupo: llI

Area Tematica: Ndo se aplica

Patrocinador: Nao se aplica

Pesquisador (a) Principal: Januaria Fonseca Matos

Instituicdo: IPSEMG — Laboratério de Patologia Clinica do IPSEMG

Data de entrada: agosto/2009

Em reunido dia 03/09/2009, foram solicitadas alteragdes do projeto de pesquisa supracitado
e as pendéncias foram atendidas conforme Res. CNS/MS 196/96.

Documentagao - Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres humanos
Orcamento (referente & anlise molecular e eletroforese de hemoglobina
Projeto (Introdugao, Justificativa, Objetivos, Material e Métodos, Referéncias)
Solicitacdo de dispensa do TCLE

Declaragéo de cumprimento da Res. CNS 196/96

Termo de Compromisso do IPSEMG

Objetivos - Avaliar as talassemias menores, enfocando a a-talassemia, através de métodos
hematolégicos convencionais e métodos moleculares de diagnéstico no estado de Minas
Gerais.

Critérios de inclusdo - Grupo 1 (pacientes provenientes do ambulatério do Hospital das
Clinicas)

¢ VCM menor que 80 fL

e Caracteristicas clinicas de a-talassemia
Grupo 2 (pacientes provenientes do laboratério de Patologia Clinica do HGIP)

e Pacientes com idade superior a 18 anos

e VCM menor que 80 fL

e Mulheres com hemoglobina menor que 12 g/dL e ferritina menor que 6 ng/mL

e Homens com hemoglobina menor que 13 g/dL e ferritina menor que 28 ng/mL

Critérios de exclusdo - Pacientes portadores de doencas malignas e inflamatorias /
infecciosas.

Tamanho da amostra - 230 pacientes, sendo 30 provenientes do Ambulatorio de
Hematologia do Hospital das Clinicas e 200 provenientes do laboratorio de Patologia Clinica
do HGIP/IPSEMG

Duragéo do Estudo - 18 meses

Resumo do Estudo - O estudo pretende avaliar as talassemias menores, enfocando a a-
talassemia, através da caracterizagdo molecular das principais mutagdes genéticas
envolvidas nesta patologia; determinar o grau de concordéancia entre os métodos
convencionais e métodos moleculares para o diagnéstico da a-talassemia; correlacionar as
alteracbes genéticas com as alteragbes hematolégicas detectadas no hemograma e
contagem de reticulécitos na a-talassemia; determinar a eficiéncia do Novo Indice (NI) para
a confirmagao do diagnostico de a- e B-talassemia do tipo menor.

Instituto de Previdéncia dos servidores do Estado de Minas Gerais
Caixa Posta 64 - CEP. 30140-092 - Belo Horizonte
www.ipsemg.mg.gov.br

MOD. 20.128 - 100.000 - 05/2008
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O estudo fard uma andlise em 2 grupos de pacientes, um grupo (n=30 pacientes) com
caracteristicas clinicas e laboratoriais sugestivas de a-talassemia e outro (n=200 pacientes)
com caracteristicas de anemia ferropriva, excluida a possibilidade do individuo apresentar
também a-talassemia.

Estdo previstos os seguintes exames:

Grupo 1: coleta de 5 mL de sangue total em EDTA, confeccdo de filme sanguineo
(hemograma?), estudo genético (extragdo de DNA, PCR), eletroforese de hemoglobina,
dosagem de HbA2 e HbF apds elui¢do da fita eletroforética. Destes pacientes, serdo obtidos
dados de prontuarios, como dosagem de ferritina, eletroforese de hemoglobina, contagem
de reticulécitos, pesquisa de HbH e hemograma.

Grupo 2: coleta de dados do hemograma j& confeccionado (Hb, VCM), ferritina (ndo esta
claro se apenas serdo coletados dados ja existentes para este exame), utilizagdo de
“sobras” de sangue para andlise molecular (extragdo de DNA, PCR).

Embora estejam citados os métodos a serem utilizados, ndo ha um detalhamento a respeito
da metodologia referente a cada um deles.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Solicita dispensa de obtengao do TCLE,
apresentando os seguintes argumentos:

o Serdo utilizados resultados de exames previamente solicitados pelos médicos e
“sobras” de amostras de sangue ja coletadas dos pacientes, sem necessidade de
coletas adicionais.

e A obtencdo do TCLE de cada individuo que se dirija ao Servigo com solicitagao
médica para a realizagéo do hemograma perturbaria 0 andamento das atividades do
servico, em fungdo do grande numero de pacientes atendidos diariamente.

Concluséo: Diante do exposto e levando se em conta que os relatdrios sobre o andamento
de projetos anteriores encontram-se atualizados, o Comité de Etica em Pesquisa — IPSEMG,
de acordo com a Resolucdo/CNS/MS 196/96, manifesta-se pela aprovagao do projeto
acima citado.

Situagdo: Pesquisa aprovada.

Belo Horizonte, 30 de setembro de 2009.

Magali de Oliveira Lima
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Governador Israel Pinheiro- HGIP.

Instituto de Previdéncia dos servidores do Estado de Minas Gerais
Caixa Posta 64 - CEP. 30140-092 - Belo Horizonte
www.ipsemg.mg.gov.br
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143



1) Nome:

2) Endereco: Rua (Av):
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APENDICE A - Ficha clinica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA

“Aspectos laboratoriais das talassemias menores”

Ficha Clinica:

n°: compl: Bairro

Cidade: UFE
Telefone Fixo: Celular:

email:

3) Data de nascimento:

4) Sexo: 1 ( ) masculino 2 () feminino

5) Faz uso de medicamentos continuos?

1( )sim 2 ( )nao 0 ( ddNsabe 9 ( ) Nao respondeu
5.1) Em caso afirmativo, qual medicamento?

5.2) Desde quando?

5.3) Outros medicamentos: ,

6) Ha quanto tempo vocé sabe que tem anemia?

7) Vocé tem o diagnéstico de alguma doenca cronica?

1( )sim 2 ( )nao 0 ( adNsabe 9 ( ) Nao respondeu

7.1) Qual?




8) Resultados de exames laboratoriais:

8.1) Contagem de reticuldcitos:

8.2) Pesquisa de HbH:

8.3) Eletroforese de Hemoglobina:

8.4) Dosagem de HBA

8.5) Dosagem de HbF:

8.6) Ferritina sérica:

8.7) Hemograma:

Hm:

Hb:

Ht:

VCM:

HCM:

CHCM:
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicbes:

Hospital das Clinicas/lUFMG

Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas — Faculdade de Farméacia — UFMG
Titulo do Projeto:

Aspectos laboratoriais das talassemias menores

DESCRICAO DO PROJETO DE PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa desenvolvida pelo
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Este estudo tem por objetivo a avaliacdo de
individuos normais e possiveis portadores de talassemia através de métodos
hematolégicos convencionais e métodos moleculares de diagnodstico no estado de
Minas Gerais.

N&o existe risco algum para vocé. Sera necessaria apenas uma amostra de 5 mL de
sangue venoso. Na coleta poderd haver a formagdo de um hematoma (mancha roxa)
no local onde a agulha foi introduzida.

Todas as informacfes obtidas serdo sigilosas e mantidas em poder da pesquisadora
principal e dos profissionais envolvidos com o projeto de pesquisa, sendo que voceé tera
acesso a estas sempre que desejar.

Se vocé tiver quaisquer duvidas sobre este estudo, podera entrar em contato a
gualquer momento com Profa. Maria das Gracas Carvalho no telefone (31) 3409-6900
ou com Januaria Fonseca Matos no telefone (31) 3327-0783.

Vocé tem o direito de ligar para o Comité de Etica do Hospital das Clinicas, para
esclarecimento de duvidas sobre seus direitos como participante e sobre o aspecto
ético deste estudo. Endereco: Avenida Professor Alfredo Balena, 110; Bairro Santa
Efigénia. Telefone: 3409-9379. Belo Horizonte, MG.

Vocé tem que saber que sua participacdo no projeto € voluntaria e que vocé tem a
liberdade de n&do querer fazer parte da pesquisa e caso deseje pode sair quando quiser.
Vocé nao terd qualquer prejuizo se ndo participar deste estudo.

Assinatura do pesquisador

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente protocolo de pesquisa.

Assinatura do sujeito da pesquisa ou
representante legal
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APENDICE C - Protocolo para extragio de DNA

EXTRAGCAO DE DNA A PARTIR DE SANGUE TOTAL COLHIDO EM EDTA

A um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL adicionar 900 pL de solucéo de lise de hemécias e
300 pL de sangue total em EDTA e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apoés a lise das hemacias centrifugar a mistura por trés minutos a 14000 rpm a
temperatura ambiente em microcentrifuga SIGMA. Desprezar o sobrenadante e
solubilizar o pellet com 300 pL de solucéo de lise de leucdcitos e homogeneizar. Ainda
nesta etapa, adicionar 150 pL de solucdo de precipitagdo de proteinas, misturar no
vortex por 20 a 30 segundos e centrifugar a 14000 rpm por trés minutos. Transferir o
sobrenadante para outro tubo eppendorf contendo 300 pL de isopropanol e
homogeneizar para que ocorra precipitacdo do DNA. Em seguida, centrifugar essa
solucdo a 1400 rpm por trés minutos, e descartar o sobrenadante. Posteriormente,
adicionar 300 pL de etanol a 70% e ressuspender o pellet com batidas no tubo.
Centrifugar novamente a mistura a 14000 rpm por trés minutos e descartar o

sobrenadante. Finalmente, adicionadar 25 pL de solucdo de hidratagéo.



APENDICE D - Protocolo para pesquisa das mutacdes delecionais

PREPARO DO PCR PARA UMA AMOSTRA

Mix Volume
Master Mix 30pL
LisR 1,5uL
LisF 1,5uL
SEAR 1,0uL
SEAF 1,0uL
FILR 1,0uL
FIL F 1,0uL
THAIR 1,0uL
THAI F 1,0uL
o2 R 1,3uL
0, 3.7F 1,3uL
Q Solution 6,0uL
H,O RNAfree | 1,7uL
Total 49,3uL
DNA 0,7pL

Mix Volume
Master Mix 30,00uL
LisR 1,5uL
LisF 1,5uL
42R 1,0uL
42 F 1,0uL
MED R 1,0uL
MED F 1,0uL
oz R 1,3uL
0,3.7F 1,7uL
3.7205R 1,0uL
205 F 1,0uL
Q Solution 6,0 uL
H,O RNAfree | 1,3uL
Total 49,3uL
DNA 0,7uL
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APENDICE E - Protocolo para pesquisa da mutacéo néo delecional

PREPARO DO PCR PARA UMA AMOSTRA

MIX Volume
Master Mix 12,5 pL
NCO Hph antiR | 2,0 uL
Hph F 2,0 L
Q Solution 2,5puL
H.O RNA free 5,0 uL
Total 24,0 uL
DNA 1,0 uL

DIGESTAO ENZIMATICA PARA UMA AMOSTRA

MIX Volume

H.0 7,7 UL

Tampao | 1,5 L

Hphl 0,5 pL

Hphl
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APENDICE F - Artigo aceito para publicagéo

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

JORINA LB RASHIEEN RGO DE
PATOLOG IA Rua Dois de Dezembro, 78/909 Catete
Rio de Janeiro RJ Braslil
E MEDICINA LABORATORIAL CE P 22220-040

Rio de Janeiro, terca-feira, 24 de abril de 2012

Ilmo(a) Sr.(a)
Prof(a), Dr(a) Januaria Fonseca Matos

Referente ao codigo de fluxo: 743
Classificagdo: Comunicacdo Breve

Temos o prazer de informar que o manuscrito O hemograma nas anemias microciticas e
hipocrémicas: aspectos diferenciais foi aprovado pelo Conselho Editorial do Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial e sera publicado em breve. Lembramos que algumas modificacdes poderdo ser
solicitadas até a publicagdo do artigo.

Obrigado por submeter seu trabalho a Jornal Brasileirc de Patologia e Medicina Laboratorial.

Atenciosamente,

Adagmar Andriolo
Editor

SILVANA MARIA ELOI SANTOS - Patologia Clinica (Medicina Laboratorial)
Editor

««« Favor ndo responder esta mensagem pois ela foi gerada automaticamente pelo SGP » »»
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Resumo

O diagnostico diferencial das anemias microciticas &
clinicamente importante. Na tentativa de tornar este
diagnodstico menos oneroso e mais eficiente, o uso de
pardmetros dos contadores automaticos tem sido
sugerido. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia
diagnéstica de alguns parametros do hemograma na
diferenciacdo das anemias microciticas. Foram
comparados os parametros hematologicos de 395
pacientes portadores de anemia ferropriva, anemia de
doenca crdnica ou talassemia menor. O nimero de
hemacias apresentou os maiores valores combinados de
sensibilidade e especificidade na diferenciacdo destas
anemias. Em conclusdo, a contagem de hemacias, pode
ser util no diagnostico diferencial de anemias
microciticas.
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Abstract

Differential diagnosis of microcytic anemia is clinically
important. In an attempt to make this diagnosis less
costly and more efficient, the use of some parameters
obtained from automated blood count analyzers has been
suggested. The objective of this study was to evaluate
the efficiency of parameters of blood count in
differentiating microcytic anemias. Blood parameters
were compared in 395 patients with iron deficiency
anemia, anemia of chronic disease or thalassemia trait.
The number of red blood cells showed the highest
combined sensitivity and specificity in differentiating
these anemias. In conclusion, blood counts, may be
useful in differential diagnosis of microcytic anemias.
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Infroducio

O diagnostico diferencial das anemias microciticas e hipocrémicas (AMH) € clinicamente importante. uma vez que
apresentam causas. fratamento e prognostico diferentes. Atualmente. a comprovagao diagnostica de tais doencas € obtida pela
realizagio de exames que avaliam o metabolismo do ferro. a eletroforese de hemoglobina e dosagem de HbA,,. Em determinadas

condicdes de concomitancia de doencas como anemia ferropriva (AF) e anemia de doenca crénica (ADC). os resultados dos
exames padrdo-ouro podem sofrer interferéncia da doenca intercorrente, dificulrando o diagnéstico.
Com o infuito de abreviar custos e aperfeicoar o diagnéstico destas anemias. varios pardmetros hematologicos tém sido

sugeridos(l‘n Entre estes. podem ser citados o volume corpuscular médio (VCM). o mimero de hemdcias. dentre outros da série
vermelha. Além destes. também o niimero de plaquetas poderia auxiliar na distincdo das anemias microciticas visto que muitas
condigdes clinicas podemn cursar com trombocifose reativa. entre elas a AF e doengas inflamatorias@¥,

Este trabalho tem como objetivo discutir a eficiéncia de alguns parametros do tradicional hemograma no diagnostico
diferencial das AMH.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de 289 pacientes atendidos no Servico de Patologia Clinica do IPSEMG. Belo Horizonte. com
idade = 18 anos. hemoglobina < 12.0 g/dL (mulheres) e 13.0 g/dL (homens) e VCM < 80 fL. caracterizando um quadro de AMH.
A avaliacdo hematoldgica foi realizada no contador Advia 120 (Baver). Os niveis de ferritina foram determinados por
quimioluminescéncia (Immulite e kits Immulite 2000 da DPC®). Todos os pacientes apresentavam valores de ferritina abaixo dos
valores de referéncia (28 a 397 ng/mL para homens e 6 a 159 ng/mL para mulheres) sendo classificados como portadores de
anemia ferropriva.

Um segundo grupo de 53 pacientes foi recrutado no Servico de Patologia Clinica do TPSEMG e no Hospital das Clinicas
da UFMG. A avaliacdo hematologica foi realizada no contador Advia 120 (Bayer) para os pacientes selecionados no primeiro
Servico e no contador Sysmex XE2100 (Sysmex) para os pacientes do segundo Servico. Ambos contadores possuem controle de
qualidade. permitindo inferir comparacdo dos dados. Estes pacientes também apresentavam idade > 18 anos e VCM < 80 fL.
caracterizando num quadro de microcitose e hipocromia (MH). A eletroforese de hemoglobina foi realizada utilizando fitas de acetato
de celulose. em pH alcalino. 8.6. em cuba/fonte Eletroforese Tecnow 7000. Em caso de suspeita de aumento de HbA . foi

realizada a sua dosagem por eluicdo da fita eletroforética. A ferritina foi dosada no aparelho Inmulite® da DPC® em ambos
laboratorios. Os pacientes deste segundo grupo com MH. foram classificados como portadores de B-talassemia
menor quando apresentaram niveis séricos de ferritina normais. porém com HbA,, aumentada (> 3.5 g/dL). Por outro lado, os

pacientes com MH. com perfil hematologico sugestivo de u-talassemia, embora com pesquisa de HbH negativa foram confirmados
como portadores do disturbio u-talassémico. na forma menor. por biologia molecular. tendo todos os cinco pacientes apresentado
mutagao 3.7.

Um terceiro grupo. também recrutado no Servigo de Patologia do IPSEMG. foi composto de 53 pacientes com AMH
cujos niveis de ferritina estavam normais ou aumentados e que. juntamente com dados clinicos. caracterizam a ADC.

Na tentativa de estabelecer os valores supostamente titeis na diferenciacdo das AMH. foi plotada a curva ROC., utilizando o
software Prisma 35, e estabelecidos os pontos de corte (cufoffs) para cada um dos pardmetros hematologicos e. ainda.
determinadas a sensibilidade e especificidade para cada um destes pontos (Tabela 1).

Resultados

Foi possivel observar. pela andlise da curva ROC. que a contagem de hemécias constitui o principal parimetro auxiliar na
discriminacdo das AMH. A Tabela 1 mostra maiores valores de sensibilidade e especificidade nos pontos de corte para a contagem
de hemacias.

Tabela 1 - Sensibilidade. especificidade e pontos de corte (curoffs) de parametros hematologicos na diferenciacdo entre AF. ADC
e Tal.
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AF x Tal AF x ADC Talx ADC
Parametro — S _— — — —
Q(mﬁ“ Sensibilidade  Especificidade Cwoﬁb Sensibilidade  Especificidade C‘umjf Sensibilidade  Especificidade
Hin (1050 >50 83.0(70,2; 5.1 (80.5; =40 75,5 (61,7; 35,5 (80.9; <44 90,6 (79,3 92,4 (81.8;
91,9) 39.0) 36,2) 39.3) 96.9) 97.9)
Hb (g/dL) >107 71,7 (57.6; 75.8 (70.4; >938 62,3 (47.9; 59.9 (54.0; <104 81.1 (68.0; 811 (68.0;
83.2) 80.6) 75.2) 65.6) 90.6) 90.6)
VCM (L) <702 83,0 (70.2; 63,0 (57.1; <752 79,2 (65.9; 74,4 (69.0; >T713 90,6 (79.3; 88,7 (77.,0;
91,9) 68.6) 39.2) 79.3) 96.9) 95,7)
HCM (pg) <217 73,6 (59.7; 62.3 (56.4; <241 77,4 (63.8: 772 (71.9; >230 86.8 (74.7; 86,8 (74.7;
34.7) 67.9) 87.7) 31.9) 94 5) 94.5)
CHCM >313 73,6 (59.7; 522 (463; <321 71,7 (57.6; 754 (70.0; >328 86.8 (74.7; 49.1(35.1;
(g/dL) 34.7) 58.1) 83,2) 50.3) 94.5) 63.2)
Pla(103L) <2715 7T36(59.7, 713 (65.7; . - - >2655 604 (46.0; 66,0 (51.7;
34.7) 76.4) 73.5) 78.5)

Him - niimero de hemacias: Hb - hemoglobina; VCM - volume corpuscular médio; HCM - hemoglobina corpuscular média.
CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular média: Pla - niimero de plaquetas: a. b e c: valores de Curoff

correspondentes & talassemia menor. anemia ferropriva ¢ anemia de doenga cronica, respectivamente,

Discussio

TUma analise dos dados apresentados na Tabela 1 referentes aos parametros hematologicos visando a discriminacdo entre as
AMH mostrou que a contagem de hemacias se destacou por apresentar os maiores valores combinados de sensibilidade e
especificidade e. portanto. maior drea sob a curva ROC. em relagfo aos outros parametros avaliados.

Os dados analisados conjuntamente mostram que um curoff superior a 5.0 milhdes € compativel com talassemia menor
sendo importante na discriminagdo entre este distirbio e anemia ferropriva. enquanto na discriminagio entre AF ¢ ADC o valor de
curoff foi de 4.0 milhdes. acima do qual o paciente é portador. possivelmente, de anemia ferropriva. No caso da comparacédo entre
ADC e Tal. o valor de curoff foi de 4.4 milhdes interpretando-se. assim. que um paciente com confagem de heméacias inferior a 4.4
milhdes € um possivel portador de ADC.

Estes diferentes valores de curoff estao condizentes com a fisiopatologia dos distirbios.

O nmimero de hemacias apresenta os menores valores no grupo ADC refletindo. provavelmente. a fisiopatologia do
disturbio. no qual verifica-se wma inibicdo da proliferacdo e diferenciacdo dos progenitores eritroides pela acdo de citocinas
prdMal]laTérias(S). Por outro lado. o maior mimero de eritrocitos ocorre na talassemia menor. Este achado se relaciona a
fisiopatologia deste distirbio. na qual a precipitacao das cadeias globinicas em excesso n0s precursores eritroides e eritrécitos
circulantes resulta em wma discreta eritropoese ineficaz. aumento da eritropoetina e. finalmente, uma leve a moderada expansao da
eritropoese pela medula dssea na tentativa de compensar a anemia. Este mecanismo se manifesta por um aumento no nimero de
hemacias do sanglle(ﬁ’?‘g). De fato, o numero de hemacias € 0til como um parametro diagnéstico auxiliar, pois as talassemias
menores produzem nima anemia microcitica associada a uma eritrocitose®, Segundo Hilliard & Berkow!®), os pacientes com B-
talassemia menor apresentam maior numero de hemacias para o grau de anemia quando comparados aos pacientes portadores de
anemia ferropriva. J4 em pacientes portadores de AF observam-se valores intermediarios para o nimero de hemacias. sem maiores
decréscimos. Isto se deve ao fato de que na anemia ferropriva a proliferacio de progenitores eritréides nio se enconfra
comprometida como na ADC. Realmente, o mecanisimo desencadeador da anemia ferropriva se refere a restricdo de ferro a
medula éssea. comprometendo de forma mais importante a sintese da hemoglobina e ndo a producao dos eritrocitos. Outras causas
de anemia microcitica. tais como a ADC. estdo tipicamente relacionadas com wna dimmuigdo do mimero de hemdcias proporcional
ao decréscimo da concentracao de hemoglobina(gj. Varios trabalhos investigaram a importancia da contagem de eritrécitos na
diferenciacio das anemias microciticas e hipocrémicas(!-10-11.12.13) sendo verificado que uma eritrocitose foi comumente observada
nos pacientes com talassemia menor e distintamente incomum nos pacientes portadores de anemia ferropriva e. ainda. que uma

contagem de eritrocitos acima de cinco milhdes é um indice bastante 1itil para a triagem das referidas anemias e suspeita de B-

talassemia menor(!-1012:13),

Em conclusio. o presente estudo sugere que mesmo nao sendo possivel alcangar um diagnostico definitivo das anemias
microciticas e hipocrémicas baseando-se apenas em parametros obtidos dos contadores automaticos, estes simples célculos podem
ser potencialmente titeis no rastreamento de pacientes portadores deste tipo de anemia. Apesar de sob o ponto de vista individual.
nao ser possivel afirmar categoricamente o diagnostico correto para cada paciente. uma vez que ha considerdvel sobreposigéo de
valores dos pardmetros hematologicos. a andlise realizada por meio da curva ROC. reforca a idéia de que a contagem de hemaécias
constitui o principal parametro auxiliar na discriminacéo das anemias microciticas, Desta forma. wma contagem exata de mimero de
hemacias poderia oferecer um direcionamento para a escolha de testes laboratoriais confirmatérios com custos mais altos. se
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necessario, e evitar um tratamento inapropriado. resultando assim em significante reducao de gastos pelo sisteina de satde.
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