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RESUMO



A forma solavel do receptor da transferrina (sTfR) tem sido indicada como um
parametro Util na avaliagdo do estado do ferro e da atividade eritropoiética. Reticulocitos
imaturos apresentam altas concentragBes de receptor da transferrina na sua membrana. Nos
testamos a correlag@o entre sTfR e pardmetros reticulocitarios em pacientes com anemia
ferropriva (AF) e B talassemia heterozigota (B tal hetero). Parimetros laboratoriais
relacionados ao estado do ferro e reticulcitos foram estudados a fim de estabelecer a
utilidade clinica dos mesmos na distingsio entre os dois tipos de anemia. As medidas dos
reticulécitos foram obtidas utilizando contador hematolégico semi-automatizado e as
concentragoes de sTfR foram determinadas por técnica imunoenzimatica, Cinquenta
pacientes com AF e quarenta e um com B tal hetero foram estudados. A contagem de
reticulocitos foi significativamente mais elevada na P tal hetero quando comparada a AF e
ao grupo controle. Por outro lado, os valores de sTfR apresentaram-se significativamente
maiores na AF do que na B tal hetero. O melhor parimetro para distinguir os dois tipos de
anemia foi o sTfRI, obtido pela relagdo entre os niveis de sTfR e ferritina sérica. O
compartimento de transporte foi melhor avaliado pela transferrina do que pela capacidade
de ligagdo do ferro & transferrina (TIBC). A associagio das medidas de ferro sérico e
transferrina (indice de transferrina) melhorou a acuracia do teste de transferrina. A
correlagdo entre reticuldcitos altamente imaturos e nivel de sTfR foi observado somente no
grupo AF, sugerindo que a deprivagio de ferro celular é o principal fator responsavel pela
estimulagdo da sintese de sTfR em células vermelhas imaturas. Valores elevados de sTfR
em pacientes B tal hetero refletem a presenga de eritropoiese inefetiva nesta
hemoglobinopatia. Nés concluimos que as determinagdes de sTfR, ferritina e transferrina

s@o parametros Uteis e precisos na discriminagdo entre pacientes com AF e B tal hetero.
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ABSTRACT



The soluble form of transferrin receptor (sTfR) has been pointed as an useful
parameter to assess the iron status and erythropoiesis activity. Immature reticulocytes
present high sTfR concentration. We tested the correlation between sTfR and reticulocyte
parameters in iron deficiency anemia (IDA) and B thalassemia heterozygous (B thal hetero)
patients. Laboratorial parameters related to iron status and reticulocytes were studied in
order to establish the clinical use of them to distinguish both anemias. Reticulocyte
measurements were obtained using a semi-automated analyzer and serum concentration of
sTfR was determined by an immonoenzymatic technique. Fifty IDA and 41 B thal hetero
patients were studied. Reticulocyte count was significantly higher in B thal hetero group
than in IDA and control groups. On the other hand, sTfR analysis showed increased values
in IDA patients, when compared to B thal hetero group. The better parameter to distinguish
both anemias was sTfR index, obtained by the ratio sTfR/ferritin level. Transport
compartment was better evaluated by serum transferrin measurement than transferrin iron
binding capacity (TIBC) determinations. The association of serum iron with transferrin
measurements (transferrin index) improved the accuracy of the transferrin test. The
correlation between high immature reticulocytes and sTfR level was observed only in IDA
group, suggesting that cellular iron deprivation is the main responsible factor for the sTfR
synthesis stimulation in immature red blood cells. High sTfR values in B thal hetero
patients reflect a degree of ineffective erythropoiesis in this hemoglobinopathy. We
concluded that sTfR, ferritin and transferrin measurements are useful and precise

parameters to discriminate IDA from B thal hetero patients.

Key words: anemia diagnosis, iron metabolism, microcytosis, reticulocyte

fractions.
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1. INTRODUCAO



A fungdo da célula vermelha é transportar o oxigénio para os tecidos. Em
termos fisiologicos a anemia pode ser definida como uma redugdo da capacidade de
transporte de oxigénio pelo sangue, causando uma hipéxia tecidual (RAMZI et al, 1989). A
despeito da natureza da anemia, quando a redugdo da massa de células vermelhas e,
consequentemente, do nivel de Hb, ¢ suficientemente grave, o transporte de oxigénio esta

comprometido, ocorrendo diversas repercussdes clinicas e laboratoriais.

A anemia pode ser classificada, baseando-se nos distarbios de

produg@o/destrui¢do das hemacias, em :

® Anemia por perda de sangue: as alteragbes refletem, principalmente, a perda
do volume sangiiineo, mais do que a queda da hemoglobina. A redugdo da oxigenagdo dos
tecidos deflagra a produgdo da eritropoetina, e a medula dssea responde aumentando a
eritropoiese. Logo apos a perda de sangue as hemicias tem tamanho e cor normais
(normociticas e normocromicas). Todavia, a medida que a medula comega a se regenerar,
ocorrem alteragdes no sangue periférico, como o aparecimento de macrocitos

policromatoéfilos e um aumento do nimero de reticulocitos.

e Anemia por um ritmo acelerado de destrui¢do das hemadcias: Caracteriza-se
pelo encurtamento da vida da hemacia, acimulo dos produtos do catabolismo da

hemoglobina e acentuado aumento da eritropoiese dentro da medula.

® Anemia por produ¢do prejudicada das hemdcias: Caracteriza-se por
distirbios da proliferagdo e diferenciagdo da célula tronco, e distirbio da proliferagio e
amadurecimento dos eritroblastos (RAMZI et al, 1989).

A anemia pode, ainda, ser classificada de acordo com as caracteristicas
morfologicas das hemacias em: macrociticas, normociticas e microciticas, levando-se em
conta os valores dos indices hematimétricos e a analise do esfregago sangiiineo
(HOFFBRAND & PETTIT, 1995).

Introdugao
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As anemias microciticas e hipocromicas compartilham uma importante
caracteristica patogénica: sintese de hemoglobina quantitativamente deficiente,
freqientemente associada & utilizagio prejudicada de ferro ou a uma deficiéncia real de
ferro (DI GREGORIO et al, 1998).

A biossintese de hemoglobina requer que seus trés componentes - ferro,
protoporfirina e globina - sejam fornecidos em quantidades 6timas para a sintese protéica

do eritrocito em desenvolvimento.

O ferro € essencial 2 vida. Seu papel no metabolismo dos mamiferos inclui
diversas funcdes, tais como: envolvimento no transporte e estoque de oxigénio, liberago de
energia, transporte de elétrons, conversdo de ribose em desoxirribose, entre outras (COOK
et al, 1992, PONKA et al,1998, BAYNES, 1996).

Normalmente o conteido total de ferro no corpo € de cerca de 2g nas
mulheres e 6g nos homens. Aproximadamente 60 a 70% é encontrado na hemoglobina, 4%
na mioglobina e 1% em vérios compostos heme, catalases e citocromos, 0,1% combinados
com a transferrina € 10 a 30% no figado como ferritina (PONKA et al, 1998). O contetdo
total de ferro no organismo ¢ dividido em trés compartimentos: funcional, de estoque e de
transporte

® compartimento funcional: ¢ o ferro envolvido no metabolismo celular; este

ferro esta contido na hemoglobina e mioglobina.

* compartimento de estoque: o ferro absorvido que excede o requerido pelo
compartimento funcional € estocado como ferritina ¢ hemossiderina. O compartimento de

estoque tem como fung@o principal repor o ferro consumido pelo compartimento funcional.

® os compartimentos de estoque e funcional sio ligados por um pequeno
compartimento de transporte, que é composto em grande parte pela molécula de
transferrina. Quando o compartimento de estoque de ferro é exaurido, o nivel do ferro
complexado a transferrina torna-se criticamente comprometido (BAYNES, 1996, COOK et
al, 1992).
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O ferro ¢ absorvido como Fe™ no duodeno e jejuno proximal. A absorgdo de
ferro pela mucosa ocorre através de duas vias diferentes. A principal delas é através da
absorgdo do heme originario da hemoglobina, da mioglobina e de outras proteinas animais.
O heme ¢ liberado de suas apoproteinas pela agdo dos acidos gastricos, sendo entdo
absorvido diretamente pelas células da mucosa. Uma vez no interior das células, o heme é
enzimaticamente degradado liberando o ferro. Por outro lado, somente cerca de 1 a 2% do
ferro ndo heme € absorvido através de mecanismos complexos mal conhecido. A absorgdo
do ferro € regulada de acordo com a necessidade de ferro pelas células (RAMZI et al, 1986,
FAIRBANKS & BEAUTLER, 1995, WICK et al, 1996). Apds a absor¢do, o ferro é
transportado no plasma combinado & uma glicoproteina denominada transferrina,
sintetizada principalmente no figado e em menor quantidade no sistema reticulo endotelial
e em glandulas enddcrinas, como testiculos e ovarios. Essa proteina tem peso molecular de
aproximadamente 80 KDa e tem uma vida média de cerca de 7 dias (COOK et al, 1992,
COOK et al, 1993, PONKA et al, 1998).

A transferrina € uma glicoproteina monomeérica constituida de dois dominios
homologos, cada um com uma alta afinidade de ligagdo ao Fe ™~ (PONKA et al, 1998). A
ligagdo de ferro a transferrina ¢ um processo pH dependente, uma propriedade que esta
envolvida no mecanismo fisiologico de liberagdo do ferro para a sua utilizagdo dentro da
célula (WORKWOOD, 1997a). A transferrina no plasma esta saturada em 30% com o
ferro. Através de estudos cinéticos e por termodindmica, sabe-se que a transferrina pode
estar presente no plasma sob quatro formas: apotransferrina livre do ferro, transferrina
diférrica totalmente saturada e transferrina monomeérica contendo ferro ligado ao terminal
N ou terminal C (PONKA et al, 1998).

O gene da transferrina humano esta localizado na porgao distal do brago longo
do cromossomo 3 (3q21—>3qter) e € composto por quinze éxons distribuidos por 30
quilobases do DNA gendmico. Baseado no estudo da estrutura protéica e na analogia do
gene da transferrina com o gene da ovotransferrina, € sugerida a existéncia de dois éxons
adicionais. A analise da estrutura génica sugere a ocorréncia de duplicagdo génica na
evolugdo da transferrina. Um “crossing-over” desigual entre dois genes primitivos

originaria a duplicagdo de varios éxons e introns nas duas metades do gene humano da
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transferrina. Mutagdes subsequentes resultariam na diversidade da estrutura dos éxons e
tamanhos variaveis dos introns (HARFORD et al, 1994).

A cadeia polipeptidica da transferrina possui 679 aminoacidos. Estudos com
raio X cristalografico verificaram que a proteina se dobra entre os dois dominios que
contém os sitios de ligagdo do ferro. Dezenove pontes dissulfito, sendo oito no dominio
N-terminal e¢ onze no dominio C-terminal, ligam as por¢des dobradas da cadeia

polipeptidica (Figura 1).

Figura 1: Modelo da molécula de transferrina, mostrando as pontes issulfidicas comuns ao
homens e a galinha 1) e as 4 exclusivas do homem ( linhas tracejadas). Em (X)

os sitios de ligagao com o ferro.

A presenga de dois locais de ligagdo do ferro com comportamento nio
homogéneo, tem levado a hipotese de diferentes fun¢des em cada um desses sitios: um sitio
de ligagdo da transferrina liberaria ferro preferencialmente para os reticulocitos, enquanto o
outro sitio poderia ser especifico para tecidos nao eritroides. QOutras evidéncias tem

indicado que as duas moléculas de transferrina contendo ferro, ligadas ao dominio
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n-terminal ou c-terminal s3o similares, ou idénticas na sua capacidade de liberar ferro para
as células (HARFORD et al, 1994, PONKA et al, 1998).

Em 1963, JANDL e colaboradores sugeriram a existéncia de um receptor
especifico para transferrina na membrana de reticulécitos. entretanto, a caracterizacio e
purificagdo desse receptor aconteceram somente décadas depois. foi observado ha mais de
20 anos, por microscopia eletronica, que a transferrina ligava-se a receptores e, através de
vesiculas endociticas, ingressava nos reticulocitos (PONKA et al, 1998, PONKA & LOK,
1999).

O receptor de transferrina humano é um homodimero de duas subunidades
transmembrana idénticas, cada uma de 84.940 da e contendo 760 aminoacidos. as
subunidades sdo ligadas por duas pontes dissulfidicas nas posi¢des 89 e 98. cada
subunidade € constituida por trés dominios: o dominio citoplasmatico com 61 residuos , um
pequeno segmento transmembrana de 28 aminoacidos e um grande segmento extracelular
de 671 aminoacidos (FLOWERS et al, 1989, baynes, 1996, allen et al, 1998, PONKA et al,
1998, PONKA & LOK, 1999) ( figura 2).
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Figura 2: Esquema do receptor da transferrina humano com seu trés dominios: um grande
dominio extracelular C- terminal, um dominio transmembrana e um dominio
intracelular (adaptado de PONKA & LOK, 1999).

O grande dominio extracelular contém trés sitios de glicosilagdo nos trés
residuos asparagina, e um sitio de glicosilagdo no residuo treonina. A glicosilagdo parece
ser necessaria para a fungdo normal do receptor da transferrina. O receptor mutado, com
auséncia dos sitios de glicosilagdo, tem a atividade de ligagdo com a transferrina
enfraquecida (WILLIAMS & ENNS, 1991) ; e a perda do sitio da treonina esta associado
do aumento da sensibilidade do receptor a clivagem proteolitica ( RUTLEDGE et al,
1994b). A porgdo extracelular da subunidade do receptor contem um sitio de tripsina
sensivel a clivagem proteolitica e produz um fragmento de 70 KDa_ Esse fragmento retém
sua capacidade de ligagdo a transferrina, mas perde a atividade de ligagdo as células. O
local de ligagdo da transferrina est4 situado no dominio extracelular do receptor e cada
subunidade do receptor se liga a uma molécula de transferrina A fungdo da segiiéncia

transmembrana € de servir como uma ancora para a inserg¢ao do receptor 4 membrana da
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celula. A porgdo do receptor que esta exposta ao citoplasma perto da membrana plasmatica,
tem uma serina fosforilada. O processo de fosforilagdo e desfosforilagdo tem sido
considerado como sinal para a internalizag4o do receptor da transferrina (PONKA & LOK,
1999, HARFORD et al, 1994), embora nio haja consenso na literatura sobre o papel da
fosforilagdo do receptor no processo de endocitose (ROTHENBERGER et al, 1987).0
receptor da transferrina € codificado por um gene de 32 Kb que contém 19 éxons e que se
localiza no cromossomo 3, na mesma regido onde o gene da transferrina foi mapeado
(MILLER et al, 1983, ENNS et al, 1982).

O controle da sintese do receptor da transferrina é bastante mnteressante e esta
associado ao controle da sintese da ferritina. Em células ndo eritroides a expansao do pool
intracelular do ferro leva a uma diminuicio da expressao dos receptores da transferrina e a
um aumento na sintese de ferritina. Mecanismo inverso acontece quando ha deprivagio de
ferro intracelular. Participam desse processo as proteinas reguladoras do ferro (IRP) e os
elementos responsivos ao ferro (IRE). IREs foram primeiramente identificados na regido
ndo traduzida da porgdo 5’do RNAm da ferritina, como mediadoras da inibicdo da
transcrigdo do RNAm da ferritina em células privadas de ferro. Posteriormente, cinco IREs
similares foram identificadas na porgio 3’ ndo traduzida do RNAm do receptor da
transferrina. Esses IREs conferem estabilidade do RNAm do receptor da transferrina
quando ha necessidade de internalizagdo de ferro na célula. Os IREs sio seqiiéncias
nucleotidicas reconhecidas por proteinas citosolicas, as IRPs (IRP1 e IRP2). Em células ndo
eritrides a interagdo entre os IRPs e IREs controla o metabolismo do ferro, através do
seguinte mecanismo: quando o ferro é escasso, a IRP interage com o IRE do RNAm da
ferritina, produzindo uma redugio na transcrigdo do RNAm e, consequentemente, na
sintese de ferritina. Por outro lado, a interagio IRP-IRE no receptor da transferrina resulta
na prote¢ao do RNAm contra a degradagio, favorecendo a sua sintese. O Oposto ocorre
quando os niveis de ferro estio elevados. Ha uma inativagdo do IRP1 e degradagdo do
IRP2, resultando em uma transcrigio eficiente do RNAm da ferritina e uma rapida
degradagdo do RNAm do receptor da transferrina (PONKA et al, 1997, HARFORD et al,
1994).
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Cada receptor pode se ligar a uma ou duas moléculas de transferrina. Em pH
neutro, o receptor da transferrina tem uma alta afinidade pela transferrina diférrica,
afinidade intermediaria pela transferrina monoférrica e muito pouca pela apotransferrina
(COOK et al, 1993). No processo de internalizagdo do complexo transferrina-ferro, o
primeiro evento que ocorre € a ligagdo da transferrina ao seu receptor especifico na
membrana celular. As invaginagdes da membrana celular formam vesiculas endociticas
cuja superficie € coberta por proteinas. Devido a acidificagdo da organela, o ferro é liberado
da transferrina, enquanto a apotransferrina permanece ligada aos seus receptores. O
receptor da transferrina € reciclado para a membrana celular, carregando a apotransferrina
de volta a superficie celular, onde o pH neutro causa a sua liberagdo. A duragdo do ciclo
varia de 3 a 16 minutos (BEGUIN, 1992, COOK et al, 1993, BAYNES, 1996,
PUNNONEN et al, 1997,COOK et al, 1999, PONKA & LOK, 1999) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema da captag@o de ferro mediada pelo receptor de transferrina em células

de mamiferos.1) A transferrina se liga aos receptores na superficie das células;
2) Por um processo pH dependente, o complexo receptor-transferrina ¢
englobado em vesiculas endociticas e internalizado pelas células; 3) O ferro é
liberado da transferrina contida nas vesiculas endociticas por processo que
envolve a acidificagdo dos endosssomas; 4) O ferro liberado da transferrina é
entdo transportado através da membrana endossomal;, 5) A apotransferrina

permanece ligado ao receptor em pH 5,5 retorna a superficie celular, onde ¢é
liberada ( adaptado de PONKA & LOK, 1999).

Praticamente todas as células possuem receptores de transferrina em sua

superficie, sendo mais abundantes no érirron, figado e placenta. No adulto normal cerca de

80% dos receptores encontram-se no tecido eritroide da medula Ossea, havendo um

aumento no seu numero proporcionalmente ao estimulo da eritropoiese. O nimero dos

receptores aumenta gradativamente a medida que se desenvolve a eritropoiese: é discreto
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nos progenitores eritréides e alcanga até 800.000 por célula na fase do normoblasto
intermediario; diminui até cerca de 100.000 no reticulécito e & ausente nas células
vermelhas maduras. As membranas microvilosas da placenta sdo ricas em receptores, cujo
numero se eleva no decorrer da gravidez. Nos hepatécitos ha cerca de 20.000 a 50.000
receptores por c€lula, os quais desaparecem na sobrecarga de ferro. Receptores s3o
encontrados também em grande quantidade em células linfoides estimuladas por mitdgenos
e na superficie de células tumorais malignas, o que é explicado pelo maior requerimento de
ferro para sintese de enzimas como a ribonuclease redutase, essencial para a formagdo de
novas células (BEGUIN, 1992).

A presenca da forma solavel do receptor da transferrina em soro humano foi
descrita pela primeira vez por KOHGO et al em 1986. Corresponde a forma truncada do
receptor da transferrina, sendo constituida somente pelo dominio extra-celular. Apresenta-
se como uma proteina simples de cerca de 85 kDa de peso molecular ¢ ¢ originada de
mecanismos proteoliticos ainda ndo bem definidos. A analise da seqiiéncia de aminoécidos
revela que os residuos 1-19 do receptor sérico sdo idénticos aos residuos 101-119 do
receptor intacto tecidual (SHIH et al, 1990). Foi demonstrado, ainda, que o evento da
clivagem ocorre entre a arginina (100) e a leucina (101) (BAYNES et al, 1993). A
protedlise maxima parece ocorrer na superficie dos exossomas contendo COrpos
multivesiculares precedentes a exocitose (BAYNES et al, 1993, RUTLEDGE et al, 1994a).

Os fatores que determinam quais receptores serdo alvos de clivagem
proteolitica ndo estdo ainda esclarecidos. Estudos mostram que a transferrina diférrica pode
reduzir a produgao de receptores soliveis da transferrina, indicando um possivel efeito de
mecanismos intracelulares seletivos como importante controle de produgéo dos receptores
(BAYNES, 1995). Outros dados sugerem que glicosilagio na treonina (104) pode proteger
o local de clivagem e que, modifica¢des do produto de glicosilagdo, podem ocorrer com o
envelhecimento do receptor, favorecendo o inicio da protedlise. Portanto, nio esta ainda
esclarecido se a produgdo da forma soltvel do receptor reflete um processo degradativo ou
se tem um significado funcional ( RUTLEDGE et al, 1994b).

Introdugédo
34



Apos a internalizagio, liberagdo e utilizagdo, o ferro remanescente é estocado
pelo organismo, sob duas formas: ferritina e hemossiderina. A ferritina representa um
importante mecanismo de protegdo dos efeitos nocivos do ferro, se €Xposto a oxigenagio.
Esta presente em todas as células e ¢ composta de 24 unidades de apoferritina arranjadas de
forma esférica, como uma concha, onde cerca de 4500 atomos de ferro podem ser
sequestrados e detoxificados como micelas de oxihidroxido férrico (HARFORD et al,
1994). A ferritina € encontrada em altas concentragdes nas células do figado, bago e medula
Ossea e menores concentragdes sdo encontradas no plasma (WORKWOOD, 1997a). A
liberagao do ferro da ferritina ¢ mediada por varias flavinas ou outros agentes redutores,
como cisteinas, glutation, acido ascorbico ou quelantes que facilitam sua liberagdo
(HARFORD et al, 1994).

A hemossiderina, outra forma de estoque de ferro intracelular, corresponde a
agregados insoluveis de oOxido de ferro e constituintes inorganicos, resultantes da
degradagdo da ferritina ( HARFORD et al, 1994). E encontrada predominantemente nas
células do sistema mondcito-magrofago (medula Ossea, células de Kupffer e bago)
(FAIRBANKS & BEUTLER, 1995)

1.1. ANEMIA FERROPRIVA

A deficiéncia de ferro € a forma mais comum de deficiéncia nutricional, tanto
em paises em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos, e é definida como um estado de
balan¢o negativo do ferro, onde o suprimento de ferro é inadequado ao requerido pelo
éritron e outros tecidos do organismo (HOFFBRAND & PETTIT, 1995).

Quando o nivel de ferro corporal total comega a cair, segue-se uma seqiéncia
caracteristica de eventos. Primeiramente sdo exauridas as reservas de ferro nos hepatocitos
e nos macrofagos do figado, bago e medula 6ssea. Uma vez esgotadas as reservas, o
conteudo de ferro plasmatico diminui e o fornecimento de ferro 4 medula torna-se
inadequado para a sintese normal de hemoglobina. Finalmente, a quantidade de
protoporfirina livre dos eritrocitos aumenta e tem inicio a produgio de eritrocitos
microciticos. Eventualmente os niveis de hemoglobina permanecem normais (WICK et al,
1996).
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Essa seqiiéncia serve como base para a defini¢do de trés estagios progressivos
da deficiéncia de ferro.

1. A deficiéncia de ferro pré latente ou a deplegdo de ferro que refere-se a
reducdo de ferro nos locais de estoque, mas com niveis de ferro sérico normais. A detecgio
de tal condi¢do depende da capacidade de avaliar as reservas de ferro. Além disso, como a
absor¢do de ferro ¢ inversamente proporcional as reservas de ferro, a taxa de absorc¢ido
aumenta.

2. A deficiéncia de ferro existe quando as reservas de ferro estdo exauridas,
mas o nivel de hemoglobina do sangue permanece mais alto do que o limite inferior
normal. Nesse estagio, geralmente sdo detectadas certas anormalidades bioquimicas no
metabolismo do ferro, como a redugdo do ferro sérico e da saturagao de transferrina e um
aumento na quantidade de protoporfirina livre nos eritrocitos. Outras observagdes incluem
excrecdo de ferro urinario subnormal apés injegdo de desferrioxamina e capacidade de
ligagdo do ferro a transferrina (TIBC) aumentada. O volume corpuscular médio (VCM)
geralmente permanece dentro dos limites normais, mas alguns microcitos podem ser
observados no esfregago sangiiineo

3. Quando a concentragao de hemoglobina do sangue cai abaixo do limite
inferior normal, desenvolve-se a amemia ferropriva, onde, além das alteragbes descritas
acima, a microcitose e hipocromia sdo evidentes, (LEE, 1998, WICK et al, 1996,
HILLMAN & FINCH, 1992)

Sdo causas de deficiéncia de ferro: baixa ingestio de ferro, absorgdo
prejudicada, perdas sangiiineas patologicas ou fisiologicas e utilizagdo aumentada de ferro
( LEE, 1998, PUNNONEN et al, 1997).

Como dito anteriormente, o ferro da dieta € melhor absorvido quando encontra-
se na forma de heme, encontrado na mioglobina e hemoglobina da carne amimal. No
entanto, a maior parte do ferro da dieta ndo ¢ ligada ao heme, como o ferro na farinha de
trigo e nos ovos. O ferro nao ligado ao heme tem uma disponibilidade limitada para
absorg@o, porque pode haver a formagao de complexos insoluveis como fosfatos, tanatos e
oxalatos dos alimentos no estdmago, € polimeros insolaveis de hidroxido de ferro no meio
alcalino do duodeno. Em condi¢des normais, a quantidade de ferro absorvida € suficiente

para equilibrar a perda de ferro (0,6 a2 2,1 mg) e para permitir o acimulo de até 2000 mg de
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deposito de ferro durante a vida. Quando o corpo absorve o ferro de uma boa dieta tio
avidamente quanto possivel (como ocorre na anemia ferropriva), a quantidade absorvida
aumenta apenas entre 3 a 4 mg por dia. A anemia ferropriva ¢ uma complicagao freqiiente
(aproximadamente 50%) apés cirurgias gastricas. Além disso, como os locais mais ativos
de absorgao de ferro estao no duodeno, o rapido transito intestinal que se segue a perda da
fun¢@o de reservatorio no estdmago, pode levar a diminuigdo de absorg@o. A deficiéncia de

ferro é mais comum quando o duodeno sofre intervengao cirurgica (LEE, 1998).

A perda sangiinea € a causa mais freqiiente de anemia ferropriva. Para se
avaliar o efeito da perda sangiiinea sobre o balango de ferro, pode-se considerar que 1,0 ml
de sangue contém cerca de 0,5 mg de ferro. Assim, uma perda sanguinea constante de
apenas 3 a 4 ml/dia (1,5 a 2 mg de ferro), pode resultar em balango negativo de ferro (LEE,
1998, FAIRBANKS & BEUTLER, 1995).

O sangramento gastrointestinal € a causa mais comum de deficiéncia de ferro
em homens adultos e € secundaria apenas a perda sangiiinea menstrual como causa de perda
de ferro nas mulheres. LesOes ulcerativas, hérnia hiatal com traumatismo mucoso, ingestao
de aspirina e anti-inflamatorios nao-hormonais, infec¢des parasitarias € processos
inflamatorios € malignos estdo entre as causas mais comuns de perdas de sangue. Tais
alteragdes podem passar desapercebidas ou toleradas até que os sintomas de anemia
sobrevenham ( LEE, 1998, MASSEY, 1992)

A causa mais comum de deficiéncia de ferro em mulheres entre 15 e 45 anos
¢ a perda sangiinea menstrual exacerbada. Em mulheres saudaveis, a média de fluxo
sangiiineo menstrual é de cerca de 35 ml por periodo menstrual e o limite superior da
normalidade é de cerca de 80 ml por periodo. Certos dispositivos contraceptivos intra-
uterinos aumentam o fluxo sangiiineo menstrual enquanto os contraceptivos orais reduzem
o fluxo sangiiineo (LEE, 1998).

Doagdes sucessivas de sangue podem levar a deficiéncia de ferro. Cada
doac¢do de sangue remove de 200 a 250 mg de ferro do organismo. Entre doadores de
sangue a prevaléncia de anemia aumenta com a freqiéncia de doages; assim, apos cinco
doagdes em um ano, 8% dos doadores masculinos ¢ 38% dos doadores femininos
apresentaram reservas de ferro reduzidas (FAIRBANKS & BEAUTLER, 1995) .
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A deficiéncia de ferro afeta 50% ou mais dos pacientes tratados com
hemodialise quando as transfusdes sangiiineas estdo restritas. As causas podem estar
associadas com o processo de dialise, perdas gastrointestinais, redu¢@o de ferro dietético e
ma absor¢ao (LEE, 1998).

Nos lactentes, a deficiéncia de ferro esta relacionada basicamente a uma dieta
restrita ao leite materno por tempo prolongado. A eritropoiese diminui profundamente nos
primeiros dias de vida extra uterina, € o nivel de hemoglobina cai de 18 g/dl ao nascimento
para 11 g/dl com 6 semanas de vida. O beb€ normal possui ferro proveniente da hemolise
das hemacias senis, o que € suficiente para sintetizar hemoglobina durante os primeiros 4 a
6 meses de vida. Depois disso, no entanto, o lactente normal precisa absorver de 0,8 a 1,0
mg de ferro por dia para que haja uma sintese adequada de hemoglobina. O leite é uma
fonte pobre de ferro, contendo aproximadamente 0,5 mg/l, dos quais apenas 10%, ou 0,05
mg/l, sdo absorvidos. Assim, a crianga alimentada exclusivamente com leite, sem a
suplementacdo adequada, com outros alimentos fornecedores de ferro, pode desenvolver a
anemia no primeiro ano de vida (RAPPAPORT, 1990).

Entre 1 e 12 anos, ha necessidade de um balango positivo de ferro de cerca
de 0,2 a 0,3 mg/dia. O repentino crescimento que ocorre entre 11 e 14 anos de idade requer
um balango positivo de ferro de cerca de 0,5 mg/dia em meninas e 0,6 mg/dia em meninos.
Apos ocorrer a menstruagdo as necessidades das meninas equivalem a de mulheres adultas
(LEE, 1998).

A gravidez constitui um importante esgotamento das reservas de ferro nas
mulheres em idade fértil, uma vez que ha uma grande necessidade de ferro materno que
sera utilizado na eritropoiese fetal. Cada gravidez resulta em uma perda média de 680 mg
de ferro. Na auséncia de suplementos, a anemia ferropriva ocorre com frequéncia,
geralmente manifestando-se no terceiro trimestre da gravidez (CARRIAGA et al, 1991).

Trés fatores estdo relacionados a patogénese da anemia ferropriva:

e Sintese prejudicada de hemoglobina, consequente ao suprimento reduzido
de ferro. Quando a saturagdo de transferrina cai abaixo de 16% o suprimento de ferro a
medula € insuficiente para preencher as necessidades basais para a produgao de
hemoglobina. Cada célula produzida contém menos hemoglobina, resultando em

microcitose e hipocromia.
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e Defeito generalizado na proliferacdo celular. Na deficiéncia de ferro, o
nimero de eritrocitos diminui, assim como a quantidade de reticulocitos e o grau de
hiperplasia eritréide na medula em relagdo ao grau de anemia, confirmando que a
proliferaggo celular € deficiente.

e Sobrevivéncia reduzida dos eritrocitos, encontrado apenas quando a anemia
é grave. O principal local de destrui¢do das hemacias € o bago. A viabilidade reduzida dos
eritrdcitos esta associada com a deformagio da membrana. Essa anormalidade parece
resultar da lesdo oxidativa na membrana que, por sua vez, pode ser uma conseqiiéncia de
atividade reduzida da glutation peroxidase (LEE, 1998) .

1.2. MANIFESTACOES LABORATORIAIS

A anisocitose é um sinal precoce da deficiéncia de ferro. Pode apresentar-se
acompanhada de hipocromia, ovaldcitos, células em alvo e eliptocitos hipocrémicos. A
medida que a deficiéncia de ferro progride, as alteragdes tornam-se mais evidentes,
associando-se 4 queda da hemoglobina, VCM (volume corpuscular médio) ¢ HCM
(contetdo corpuscular médio). O RDW ( "red cell distribuition width") € um indice
associado ao grau de anisocitose. Mede o grau de dispersdo das hemacias de acordo com o
volume eritrocitario e freqientemente esta elevado na anemia ferropriva, (COOK et al,
1992, LIMA et al, 1996).

Os leucocitos geralmente estdo em numero normal, mas pode ocorrer uma
leve granulocitopenia em casos de anemia ferropriva de longa duragdo. A trombocitopenia
e trombocitose tem sido atribuidas a deficiéncia de ferro. Trombocitose tem sido relatada
em 50 a 75% dos adultos com anemia ferropriva classica, devido a perda cronica de sangue.
Em bebés e criangas a trombocitopenia e trombocitose ocorrem com freqiiéncias similares.
A queda do numero de plaquetas em criangas esta associada a anemia grave (LEE, 1998).

A celularidade da medula e a relag@o entre células eritroides e mieloides sdo
variaveis. Na deficiéncia de ferro grave, o eritroblasto da medula pode ter o volume menor
que o normal, com citoplasma irregular contendo pouca hemoglobina. Entretanto, a
detecgdo de alteragdes morfologicas na medula ndo € suficiente para se fazer o diagnostico

diferencial entre as causas de anemia. A diminui¢Zo ou auséncia de hemossiderina na
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medula € caracteristica da deficiéncia de ferro. A avaliagdo dos estoques de ferro nos
macrofagos da medula é um meio sensivel e real para o diagnostico laboratorial da anemia
por deficiéncia de ferro (FAIRBANKS & BEAUTLER, 1995).

A concentrag@o de ferro sérico € usualmente baixa na anemia ferropriva nédo
tratada. Entretanto o ferro sérico pode estar normal nos primeiros estagios da deple¢io do
ferro. A medida da concentragdo de ferro sérico esta sujeita a muitas variaveis que podem
gerar erros substanciais nos resultados. Essas variaveis incluem: processamento
inadequado, contamina¢@o de reagentes com pequena quantidade de ferro, turbidez e
presenga de hemoglobina livre, que podem resultar em valores erroneamente elevados. A
concentragao de ferro também sofre influéncias fisiologicas, como a oscilagdo observada no
decorrer do dia: esta mais elevada pela manha, declinando até um valor minimo proximo as
9:00 h da noite. Durante o periodo menstrual esta diminuida, tanto sob controle hormonal
normal, como com uso de contraceptivos orais. Nos processos inflamatorios e neoplasicos,
assim como apos infarto agudo do miocardio, a concentragdo de ferro pode alcangar valores
sugestivos de deficiéncia de ferro. Por outro lado, durante a quimioterapia antineoplasica os
niveis de ferro podem estar bastante elevados (FAIRBANKS & BEAUTLER, 1995).

A capacidade de liga¢do do ferro a transferrina € uma medida indireta da
quantidade de transferrina circulante no sangue (YAMANISHI et al, 1997). Normalmente
um ter¢o dos sitios de ligagdo da transferrina esta ocupado com ferro, o que confere uma
porcentagem de saturagdo normalmente entre 30 e 50%. Na anemia ferropriva o TIBC esta
freqiientemente elevado, enquanto a saturagdo da transferrina ¢ menor que 15% ( COOK et
al, 1992, BAYNES, 1996, GAMBINO et al, 1997).

Os niveis de ferritina sérica s3o as melhores medidas da reserva de ferro. Na
anemia ferropriva, o valor em geral € inferior a 12 ng/dL, na auséncia de doenga associada.
De todos os testes para a deficiéncia de ferro, a determinagdo de ferritina sérica € a mais util
levando a um diagnostico bem sucedido em 91% dos casos ( COOK et al, 1992, BAYNES,
1996). Existem trés circunstancias em que a ferritina ndo pode ser utilizada como medida
do estoque de ferro: na les@o hepatica, nos estados inflamatorios e infecciosos e na presenca
de alguns tumores. Por ser uma proteina de fase aguda, pode apresentar valores
erroneamente elevados, mesmo que haja deprivagdo do ferro (RAMZI et al, 1989, PONKA
et al, 1998, MAST et al, 1998).

Introdugao
40



A determinagdo do receptor solivel da transferrina através de métodos
imunologicos € bastante sensivel e reflete a quantidade de receptor celular. A concentragdo
sérica do receptor da transferrina esta elevada quando ha expansio da massa de células
eritroides imaturas, como nas talassemias, anemias hemoliticas e policitemias. Por outro
lado, esta diminuida em pacientes com anemia aplastica, anemia pés transfusional e na
insuficiéncia renal crénica. Como um dos estimulos para a sintese dos receptores € a
deprivagdo intracelular de ferro, altos niveis se sTfR s@o observados na anemia ferropriva
(PONKA & LOK, 1999).

A avaliacdo dos receptores soluveis da transferrina tem sido apontada como de
grande utilidade na distingdo entre anemia de doenga cronica e anemia ferropriva. A
ferritina ndo fornece informagdes totalmente confiaveis na anemia de doenga cronica, mas
os receptores da transferrina ndo sofrem interferéncia quando da associagdo com processos
inflamatorios ou infecciosos (FERGUSON et al, 1992).

Ao lado do hemograma, a contagem de reticulocitos € um dos primeiros
exames laboratoriais requisitados quando da suspeita de anemia ferropriva. Em geral revela
valores normais ou discretamente diminuidos (ELGHETANY & DAVEY, 1996). Sendo
uma técnica de precisdo limitada, a quantificacdo dos reticulocitos tem sido relegada a
segundo plano, embora possa fornecer informagdes interessantes quanto a cinética medular
e atividade eritropoiética. O reticulocito corresponde ao ultimo estagio de maturagdo da
série eritroide. A primeira descrigdo do reticulodcito data de 1860, quando Erb usou acido
picrico e acido acético para precipitar o reticulo intracelular. Heilmeyer, em 1932, propds a
classificagao dos reticulocitos de acordo com a intensidade de coloracdo, em:

e grupo 0- normoblasto- célula com nucleo e denso reticulo perinuclear

e grupo I- reticulo na forma de um grumo denso

grupo II- rede de reticulo mais frouxa

grupo III- reticulo como uma fina rede que esta se desintegrando

e grupo I'V- aparecem somente poucos granulos esparsos pela célula.
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Nos anos 50 SEIP quantificou os reticulécitos e determinou os valores de
referéncia para cada estagio de desenvolvimento. No individuo normal, cerca de 61% dos
reticulocitos circulantes sdo do grupo IV, 32% do grupo 11, 7% do grupo II e apenas 0,1%
pertencem ao grupo I (KOEPKE & KOEPKE, 1986, ROWAN et al, 1996).

O conteido intracelular encontrado nos reticuldcitos corresponde i
mitocdndrias, ribossomas, centriolos e remanescentes de corpusculos de Golgi. Apds as
células vermelhas perderem seu nucleo, a sintese de proteinas torna-se limitada a formacgao
de globina e heme. O RNA ribossomal é gradualmente perdido durante cerca de 4 dias em
que o reticulocito permanece na medula Ossea. No ultimo desses quatro dias, o reticulocito
normalmente aparece na circulagdo sangiiinea. Quando a eritropoiese ¢ estimulada, o tempo
intramedular € encurtado, com correspondente prolongamento do tempo de maturag3o no
sangue periférico. Como resultado, ha um aumento na circulagdo de reticulécitos contendo
grande quantidade de RNA (ROWAN et al, 1996).

Os reticulocitos expressam grande quantidade de receptores de transferrina
em sua membrana, comprometidos com a internalizagdo do ferro para que haja a sintese de
hemoglobina. Esses receptores diminuem & medida que o reticulécito vai se tornando mais
maduro (CORBERAND , 1996).

A comprovagdo direta da atividade eritropoiética avaliada por estudos
ferrocinéticos, mostra que ha uma ampla correlagio entre o grau de atividade da medula e
a contagem de reticulocitos. A razdo reticuldcitos/células maduras indica o balango de
produgdo de células vermelhas em relagdo i sua taxa de destrui¢do. Assim, quando a vida
media das células vermelhas diminui, a proporgio de novas células na circulagdo comeca a
aumentar (MACDOUGAL et al, 1992).

A quantificagdo dos reticulocitos feita por métodos manuais, através da
observagdo microscopica das células coradas com corantes supra-vitais, é altamente
imprecisa. Contribuem para essa imprecisdo o pequeno nimero de células analisadas e a
falta de uniformidade na definigdo dos reticulocitos, devido, em parte, a dificuldade do
observador em identifica-las e em parte a problemas técnicos de coloragdo e da confecgio
do proprio esfregago sangiiineo (CORBERAND, 1996).
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A automagdo da contagem de reticuldcitos tornou a quantificacdo muito
mais precisa e permitiu que novos pardmetros pudessem ser conhecidos e aplicados em
diferentes situagdes clinicas (BRUGNARA, 1998).

Os métodos baseados em técnicas de fluorescéncia surgiram nas décadas de
50 e 60. A “acridine orange” foi descrita em 1952 por Kosinov e Mai, e foi introduzida na
pratica clinica por Vander e col em 1963, usando um procedimento nio automatizado. Em
1970 Thaer mediu a quantidade de RNA corado com "acridine orange"” em reticuldcitos
usando microscopio para fluorescéncia. O citdmetro de fluxo tem a vantagem de analisar
um grande numero de células. Normalmente conta cerca de 100.000 eritrocitos e 1.600
reticulocitos, diminuindo, assim, o coeficiente de variagio entre as contagens e aumentando
o limite de confianga do teste. Varios corantes tem sido utilizados em citometria de fluxo
para contagem de reticuldcitos, como a “acridine orange”, pironina Y, tioflavina T,
dimetiloxacarbocianina, ‘thiazole orange”, brometo de etidio e auramina O. A maior parte
deles cora RNA e DNA e diferem entre si quanto ao tempo de incubagao necessario para
que haja a reagdo (CORBERAND, 1986).

A analise por citometria de fluxo permite identificar diferentes graus de
maturidade dos reticulocitos, discriminando areas de reticulocitos com baixa fluorescéncia
(LFR), meédia fluorescéncia (MFR) e de alta fluorescéncia (HFR), sendo esta tltima a mais
imatura. A introdugdo desses novos parametros reticulocitarios ampliou a utilizag3o clinica
da contagem de reticulocitos. Tem sido de grande valia na avaliagio da atividade
eritropoiética da medula, na diferenciagéo das anemias responsivas e no responsivas ao
tratamento, na resposta medular pés quimioterapia ou transplante de medula Gssea e no
monitoramento do tratamento com eritropoetina recombinante (DALAL et al, 1996,
TESTA et al, 1997, BRUGNARA, 1998, CORBERAND, 1996, GROTTO et al, 1999).

No estudo da relagdo entre diferentes tipos de anemias e a contagem de
reticulocitos por citometria de fluxo, PATERAKIS et al (1991), relataram que nos f
talassémicos heterozigotos os valores eram significativamente superiores aos dos
individuos normais, refletindo uma maior atividade eritropoiética nos talassémicos. YOLDI
et al (1991), sugeriram que a fra¢do de alta imaturidade dos reticulocitos poderia ser 1util na

diferenciacdo entre anemia ferropriva e P talassemia heterozigota.
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1.3. TALASSEMIAS

As talassemias sdo alteragOes hereditarias, de distribuicdo mundial, causadas
por mutagdes que afetam a sintese de uma ou mais cadeias globinicas (BUNN & FORGET
1986, TURGEON et al, 1999). A caracteristica comum desses disturbios é a produgéo
prejudicada das cadeias polipeptidicas da hemoglobina, isto €, a velocidade de sintese esta
diminuida mas a cadeia formada é, na maioria dos casos, estruturalmente normal
(ELGHETHANY & DAVEY, 1996, BUNN & FORGET, 1986).

A anormalidade comum as todas B talassemias € a falta total (B° talassemia) ou
a redugdo (B talassemia) da sintese das cadeias B de globina estruturalmente normais
(WEATHERALL, 1995).

A hemoglobina do adulto ou Hb A, contém duas cadeias o e duas cadeias 3 de
globina. Os genes que codificam as cadeias de globina B estdo localizados no brago curto
do cromossomo 11 e o cluster a responsavel pela produgao das cadeias o esta localizado
no brago curto do cromossomo 16. O gene o € duplicado em al e o 2. Cada gene de
globina 3 possui trés sequéncias de codificagdo ou éxons , que s@o interrompidas por duas
seqiiéncias intermediarias ou infrons (Figura 4). Ao lado da extremidade 5° do gene da
globina existe uma série de seqiiéncias promotoras ndo traduzidas que sao necessarias para
a iniciacao da sintese de RNAm da globina B. Tal como ocorre com todos os genes
eucarioticos, a biossintese das cadeias da globina comega com a transcri¢ao dos genes da
globina dentro do nucleo. O transcrito inicial do RNAm contém uma copia de todo o gene,
incluindo todos os éxons e introns. Esse grande precursor do RNAm ¢é processado e
convertido em RNAm citoplasmatico e se associa aos ribossomas nos quais ocorre a
tradugao.

Os defeitos moleculares que originam as [ talassemias s3o resultantes de
delecdes do gene da globina B e de mutagdes ndo delecionais, que podem afetar a
transcri¢do, processamento ou tradugdo do RNAm da globina 3 . Ja estdo descritas mais de
100 diferentes mutagdes responsaveis pelas talassemias BO e B “(HOFFBRAND et PETTIT,
1993, RAMZI et al, 1989, WEATHERALL, 1995, LUKENS & LEE, 1998, HARFORD et
al, 1994).
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Regido Regido 5'ndo Regido 3’ndo

promotora traduzida traduzida
\ vt

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Figura 4: Estrutura dos genes da globina. Cada gene humano contém 3 éxons separados
por 2 introns ou sequéncia intermediaria. No gene da globina-B, o éxon 1
codifica os aminoacidos 1 a 30, o éxon 2 os aminoacidos 31 a 140 e 0 éxon 3 os
aminoacidos 105 a 146. As regides 5’e 3° sdo regides ndo traduzidas mas
transcritas. A regido promotora contém aproximadamente 100 pares de base
algumas das quais s30 necessarias para a iniciagao da transcri¢@o ( adaptado de
LUKENS & LEE, 1998).

1.4. B TALASSEMIA - FISIOPATOLOGIA

A anemia da f talassemia apresenta trés grandes componentes: 1) eritropiese
ineficaz ; 2) hemolise de hemacias maduras contendo inclusdes de cadeias o;3) reducéo da

sintese de hemoglobina, resultando na produ¢ao de células hipocrdOmicas e microciticas.
(WEATHERALL, 1995).

Dois fatores contribuem para a patogenia da anemia na 3 talassemia. A menor
sintese das cadeias de globina B leva a formagdo inadequada de Hb A, de tal forma que a
concentragao total de Hb nas células (CHCM) € menor e as células sao hipocromicas. O
segundo fator seria decorrente dos efeitos do desequilibrio entre a sintese das globinas o e
. Como a sintese das cadeias de globina o permanece inalterada, grande parte das cadeias
produzidas ndo conseguem encontrar cadeias 3 complementares para se coligar. As cadeias

a livres formam agregados altamente instaveis que se precipitam dentro dos precursores
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eritroides, na forma de inclusdes insoluveis. Ocorre lesdo da membrana celular levando
perda de K*, com comprometimento da sintese de DNA. O efeito final ¢ a destruicdo das
hemacias dentro da medula 6ssea (eritropoiese ineficaz). As hemacias que contém inclusGes
e escapam da morte intramedular, ficam sob risco de destrui¢do no bago, onde os
macrofagos tentam arrancar as inclusdes, causando lesdo na membrana celular. Essas
hemacias sao eventualmente fagocitadas pelos macréfagos esplénicos, levando a um estado
hemolitico com encurtamento da sobrevida dos eritrécitos (RAMZI et al, 1989,
HOFFBRAND & PETTIT, 1995, LUKENS, 1998).

Cerca de 3% da populagdao mundial é portadora de genes para P talassemia.
Estes genes sao particularmente prevalentes em habitantes da Itilia e Grécia (KATTAMIS
et al, 1990). As maiores prevaléncias do estado portador, foram encontradas na Sardenha
(11 a 34%), na regido do delta do rio Po, perto de Ferrara (20%), e na Sicilia (10%). Na
Grécia, a prevaléncia varia consideravelmente, oscilando desde menos de 5% até perto de
15% nas areas meridional e central, do mesmo modo que em Chipre. A B talassemia foi
descrita em judeus hindus e do Curdistdo, em arabes, paquistaneses e hindus. Embora bem
documentada no sudeste da Asia e na China Meridional, a B talassemia é menos freqiiente
nestas regides. Na América do Norte, a B talassemia é observada principalmente em
individuos de descendéncia italiana e grega, e em negros. Na Jamaica a B talassemia pode
ter sua origem tanto nas populagdes de imigrantes negros quanto orientais.
Esporadicamente a [3 talassemia tem sido encontrada no norte europeu. Com a imigragdo e
a mudanga de padrdes matrimoniais entre grupos étnicos, € a diferenga no crescimento
relativo da populagdo, houve uma alteragdo na distribuigéo e prevaléncia da B talassemia.
(LUKENS, 1998)

No Brasil, segundo dados de SONATI et al (1996), as hemoglobinopatias
refletem a diversidade das origens raciais e os diferentes graus de mistura entre brasileiros
de cada regido do pais. Esse estudo realizado no sudeste brasileiro, mostrou haver grande
frequéncia da f talassemia heterozigota (36,4% de todas as hemoglobinopatias detectadas),
onde a maioria desses pacientes eram de descendéncia italiana e apenas 5 dos 1492 casos

eram de descendentes de origem africana.
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A classificacgo das B talassemias baseia-se na gravidade da anemia, que por sua
vez baseia-se no tipo do defeito genético, bem como do modo de apresentagdo: homo ou

heterozigoze.

e A B talassemia homozigota, também conhecida como falassemia maior ou
anemia de Cooley, pode resultar da supressdo total (8°) ou parcial (B") das cadeias de
globina. Na forma B” a quantidade de RNAm para B-globina nos reticuldcitos e nos
normoblastos da medula encontra-se reduzida em trés a dez vezes. Em pacientes com
talassemia homozigota na forma B°, inexiste a sintese de B globina (LUKENS, 1998). O
curso clinico na maioria dos homozigotos € grave. Ao nascimento a anemia nao é evidente,
e a analise do esfregago de sangue periférico mostra, ocasionalmente, algumas células
hipocrémicas. O diagnéstico pode ser estabelecido por estudo das cadeias de globina. Apos
alguns meses ha o desenvolvimento da anemia que se torna mais grave progressivamente,
exigindo repetidas transfusdes sangiiineas (WEATHERALL, 1995). Resumidamente, o
quadro clinico caracteriza-se por espleno e hepatomegalia, expansio 6ssea devido a
hiperplasia da medula e manifestagdes decorrentes da sobrecarga de ferro devido as
repetidas transfusGes sangiiineas ( HOFFBRAND & PETTIT, 1995). O hiperesplenismo
secundario pode causar trombocitopenia, leucopenia e destruigdo das células transfundidas,
exigindo por vezes a esplenectomia. A sobrecarga de ferro e suas repercussfes s3o a maior
causa de morbidade e mortalidade, causando danos no coragdo figado, pancreas e outros
Orgdos. Na auséncia de transfusGes a anemia é grave e no sangue periférico, as células
mostram intensas hipocromia, microcitose, anisocitose, poiquilocotose, policromatofilia e
hemacias com granulagdes basofilas. A reticulocitose é comum, podendo ndo ser muito
alta, quando ha destuigdo de precursores eritroides na medula 0ssea. A medula éssea é
hipercelular com hiperplasia eritroide. Niveis elevados de bilirrubina, evidenciam a
presenga de hemolise. A eletroforese de hemoglobina revela auséncia total ou quase total de
Hb A, enquanto a HbA2 ¢ variavel. A Hb F esta usualmente elevada, podendo representar
10 a 90% da hemoglobna total do paciente (BUNN & FORGET, 1986, HOFFBRAND &
PETTIT, 1995).
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® B rtalassemia intermédia: ¢ uma variante clinica, caracterizada por grau
intermediario de gravidade, entre o assintomatico heterozigoto e o homozigoto dependente
de transfusdo sanguinea. Os quadro clinico e laboratorial sdo bastante variados, dependendo
dos defeitos e das interagdes genéticas existentes (LUKENS, 1998). Em geral o termo
talassemia intermédia ¢é utilizado para descrever casos de homozigoze ou dupla
heterozigoze da [ talassemia onde a anemia n3o € tdo grave a ponto de necessitar
transfusGes sangiiineas regulares. O termo tem sido também usado para descrever casos de
P talassemia heterozigota grave onde ha evidente formagdo de inclusGes nas hemacias e
conseqiiente hemolise (BUNN & FORGET, 1986). Na anemia grave os niveis de
hemoglobina ficam entre 5 e 7 g/dl, ¢ o desenvolvimento da crian¢ca ndo € normal,
apresentando caracteristicas semelhantes a talassemia maior. Entretanto, alguns pacientes
podem apresentar sintomatologia leve, com niveis de hemoglobina entre 8 e 12 g/dl. Esses
pacientes podem desenvolver algumas complicagdes como: esplenomegalia e
hiperesplenismo, sobrecarga de ferro, artrite, ulceras, além de apresentar maior
susceptibilidade a infecgdes. O esfregago sanguineo € similar ao da talassemia maior,
apresentado anisocitose significativa, hipocromia, células em alvo, granulagdes basofilas e
numerosas formas nucleadas. A hiperplasia da medula Ossea ¢ significativa. O padrao
eletroforético das hemoglobinas € variavel (LUKENS, 1998).

o [ talassemia menor ou trago talassémico: Caracteriza-se pela presenga de
um gene normal e outro alterado, levando a uma sintese praticamente normal das cadeias de
globina B, de tal modo que os individuos afetados sd@o assintomaticos ou podem apresentar
uma discreta anemia. A sindrome quase sempre ¢ desvendada acidentalmente, durante a
realizagdo de exame hematologico, ou para caracterizar a anemia em um membro da
familia. As mulheres gravidas afetadas ficam mais anémicas que as mulheres normais. A
anemia € leve, ou inexistente, os valores de hemoglobina estao normalmente entre 9 e 11
g/dl, HCM entre 20 e 22 pg e VCM com valores de 50 a 70 fL. A medula 0ssea mostra leve
hiperplasia eritroide com raras inclusdes nas c€lulas vermelhas. Ha um leve grau de
eritropoiese inefetiva, mas a sobrevida das células vermelhas € praticamente normal. O
nivel de hemoglobina A2 esta elevada com niveis entre 3,5 a 7%, enquanto o nivel de

hemoglobina fetal esta elevado em cerca da metade dos pacientes, com valores entre 1 e 3%
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e raramente maiores que 5%. Havendo coexisténcia de anemia ferropriva, o nivel de HbA2
pode apresentar-se diminuido (LUKENS, 1998).

A contagem de reticulécitos, percentual e absoluta esta significativamente
aumentada nos P talassémicos heterozigotos, quando comparada com individuos normais
(PATERAKIS et al, 1991). Os niveis de ferritina estdo normais ou moderadamente
aumentados, e os niveis de receptor de transferrina no soro estio significativamente mais
altos que nos individuos normais (GIMFERRER et al, 1997).

O diagnostico diferencial entre deficiéncia de ferro e B talassemia
heterozigota pode ser dificil. Entretanto, alguns dados laboratoriais podem auxiliar nesta
distingdo. Assim, na [ talassemia heterozigota o0 VCM tende a ser menor do que na
deficiéncia de ferro. Da mesma maneira, o RDW tende a mostrar um comportamento
distinto na [ talassemia heterozigota e anemia ferropriva, A microcitose, originada durante
a deficiéncia de ferro produz uma populagdo de hemacias mais heterogéneas do que a
observada na P talassemia heterozigota. Assim os valores de RDW apresentam-se mais
elevados na ferropenia do que na hemoglobinopatia ( LIMA et al, 1996, GROTTO et al,
1994). Esses achados sdo tteis, mas o diagnostico preciso requer eletroforese de
hemoglobina e medidas do estado do ferro. A avaliagdo da quantidade de ferro na medula
pode ser necessaria para identificar individuos com B talassemia heterozigota, com
concomitante deficiéncia de ferro, situagdo mais comum em criangas e durante a gravidez.
( BUNN & FORGET, 1986).

Os objetivos desse trabalho foram, estudar o comportamento dos
reticulocitos e de suas fragdes de maturidade na anemia ferropriva e B talassemia
heterozigota Além disso, através de analises laboratoriais relacionadas ao metabolismo do
ferro, estudar a utilidade clinica de diversos parimetros laboratoriais, que pudessem

auxiliar no diagnostico entre as duas anemias microciticas.
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ABSTRACT

The soluble form of transferrin receptor (sTfR) has been pointed as a useful
parameter to assess the iron status and erythropoiesis activity. Immature reticulocytes
present high sTfR concentration. We tested the correlation between sTfR and reticulocyte
parameters in iron deficiency anemia (IDA) and B thalassemia heterozygous (B thal hetero)
patients. Laboratorial parameters related to iron status and reticulocytes were studied in
order to establish the clinical use of them to distinguish both anemias. Reticulocyte
measurements were obtained using a semi-automated analyzer and serum concentration of
sTfR was determined by an immonoenzymatic technique. Forty-nine IDA and 43 B thal
hetero patients were studied. Reticulocyte count and sTfR values were significantly higher
in IDA than in B thal hetero group, but the better parameter to distinguish both anemias was
sTfR index, obtained by the ratio sTfR/ferritin level. Transport compartment was better
evaluated by transferrin than transferrin iron binding capacity (TIBC) determinations. The
association of serum iron with transferrin measurements (transferrin index) improved the
accuracy of the transferrin test. The correlation between high immature reticulocytes and
sTIR level was observed only in IDA group, suggesting that cellular iron deprivation is the
main responsible factor for the sTfR synthesis stimulation in immature red blood cells.
High sTfR values in § thal hetero patients reflect a degree of ineffective erythropoiesis in
this hemoglobinopathy. We concluded that sTfR, ferritin and transferrin measurements are

useful and precise parameters to discriminate IDA from B thal hetero patients.

Key words: anemia diagnosis, iron metabolism, microcytosis, reticulocyte fractions.
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INTRODUCTION

New and reliable laboratorial measurements of iron status have been used for
detecting and assessing different stages of iron deficiency. Furthermore, there is also a
consensus that iron status should be interpreted using a group of parameters and not only
one single test. It is also pertinent to consider costs and time spent to achieve a correct

diagnosis.

Some authors have suggested the use of reticulocyte parameters to distinguish
iron deficiency anemia (IDA) from P thalassemia heterozygous (B thal hetero) (1), both
presenting hypochromia and microcytosis of erythrocytes and both with a high incidence in
Brazil (2). The clinical value of the reticulocyte quantitation was renewed by the
automation of the reticulocyte count plus the possibility of determining the immaturity of
reticulocyte population as erythropoiesis activity analysis (3). Yoldi et al (1) evaluated
samples from f thal hetero and IDA using flux cytometry, and it was established that a
value < 2% for high fluorescent reticulocytes (HFR) would be used as discriminate value
between these pathologies. Reticulocytes present membrane transferrin receptor with a
higher concentration in more immature cells. The soluble form of transferrin receptor
(sTfR) was first described by Kohgo et al (4) and corresponds to a truncated form lacking
the cytoplasm and transmembrane domains of intact receptor (5). The sTfR determination

has been pointed as a useful parameter to assess the iron status and erythropoiesis activity
(6).

The objective of this study is to test laboratorial parameters related to
reticulocytes and sTfR determinations, in order to determine their use to distinguish 8 thal
hetero from IDA.

Capitulo 1
37



MATERIAL AND METHODS

Subjects: a group of adult patients (n=92) with hypochromic and microcytic
anemia was studied. IDA (n=49) was defined as serum ferritin (SF) level below 30 ng/mL
for men and 12 ng/ml for women (7). Patients with SF levels higher than the above
mentioned and Hb A2 level higher than 3.4 % were considered as P thal hetero (n=43).

Fifty-seven nonanemic subjects were used as controls.

Methods: hematological measurements including reticulocyte parameters were
obtained using a Cell Dyn 3500 (Abbott- USA) analyzer. Reticulocyte is identified by a
non-fluorescent method using New methylene blue as dye. Fractions of reticulocyte
maturity are calculated depending on the absorption intensity and they are classified as:

mature, midmature and high immature reticulocytes fractions.

Hemoglobin A2 was quantified spectrophotometrically after cellulose acetate
electrophoresis (8).

Determination of iron status: determination of serum iron (SI) and the
transferrin iron binding capacity (TIBC) were done with a Mira Plus Cobas analyzer
(Roche — Switzerland) using Unimate 5 Iron and Unimate 7 UIBC kits (Roche Diagnostic
Systems — Switzerland). SF was determined by a chemiluminescence system (kit Immulite
— Diagnostic Products Co. — USA)

Transferrin concentration (TFR) was quantified by nephelometric method
(Beckman - Ireland). The serum concentration of sTfR was measured by an

immunoenzymatic technique (Quantikine — R&D Systems — USA).

Statistical analysis: In order to compare the variables between the groups, the
Kruskal-Wallis test was employed. The Spearman correlation coefficient test was used for
assessing the association between variables, with level of significance set at < 0.05. The
capacity of the tests to discriminate between the groups was studied by means of ROC
curves that defined the optimal decision limit of each parameter and the accuracy of each
method. The protocol of this study was approved by the Committee of Ethics of the School
of Medical Sciences, University of Campinas, Sao Paulo, Brazil.
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RESULTS

The distribution of laboratorial values among the patients and control groups
are shown in Table I. Two indicators, TI and sTfRI, were included, obtained by the ratio
SI/TRF and by the ratio sTfR/SF, respectively (9, 10). Comparing the variables between
groups, it was observed a significant difference between normal and B thal hetero, normal
and IDA and [ thal hetero and IDA concerning to reticulocyte counting and sTfR values
(p=0.0001). TFR, TI and sTfRI were significantly different between IDA and B thal hetero
and also between IDA and control groups (p=0.0001).

The correlation between HFR and sTfR was significant (p=0.025) only in IDA
group. Transferrin saturation (TS) and TI indices measure iron transport compartment and
the correlation coefficients were positive in all groups (Table II). However, TI was more
accurate than TS to distinguish IDA from B thal hetero, with 100% of specificity for TI
(Table III and Figure 1). Two of 41 IDA patients showed TI>0.17: one of them showed
TRF concentration below normal limit and the other one presented normal SI level. The
latter one was iron depleted (low ferritin level), although SI concentration was normal.
Comparing TIBC and TRF accuracies, we could observe that TRF had a better performance
than TIBC to recognize IDA patients (Table III). Four IDA patients showed TRF values
lower than 278.0 mg/dl. Three of them could be identified as IDA by TI value. The other
one presented TRF concentration below normal limit and sTfRI compatible with IDA. It
was not investigate if the patient had some associated clinical condition that could explain a
decreasing synthesis or lost of TRF. Ten of the 43 f thal hetero patients present TIBC
values higher than the superior normal limit. One of them showed results compatible with
iron deficiency, although ferritin level was normal (SF= 27 pg/L). Transferrin saturation,
sTfR and sTfRI values (10%, 72 nmol/L and 270, respectively) indicated an iron depletion,
but TRF concentration, contrary to expected, showed normal values (212 pg/dL). The
second patient was firstly classified as B thal hetero, according to hematological values,
HbA; and ferritin determinations. However, the film examination revealed nucleated blood
red cells, punctuate basophilic, poikilocytes and cell fragments. In fact, clinical features
suggest that this individual is § thalassemic intermedia patient. Medical records reported a
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splenectomy when the patient was 7 years old and repetitive transfusion proceedings from 7
to 22 years old, due to anemia. Nowadays the patient presents an associated chronic liver
disease. The high TIBC value (476 pg/dL), low transferrin saturation and serum iron
determinations suggest an associated iron deficiency anemia, which diagnosis has bees
reinforced by an elevated sTfR value (41 nmol/L). The other eight patients do not present
additional laboratorial results that could explain high TIBC values. sTfR measurement
showed an accuracy of 0.876 (Figure 2) and this result was improved by the ratio sTfRI
(accuracy=0.997) (Figure 3). Only one IDA and one B thal hetero showed values out of
limits, providing 97.6% sensitivity and 97.2% specificity for the parameter.

DISCUSSION

Transferrin receptors are membrane glycoproteins responsible for binding
transferrin during the endocytosis of iron. The density of surface transferrin receptor is
proportional to the iron requirement of the cell. Then, the transferrin is abundant in cells of
organs with the highest iron requirements, such as the erythron marrow and the placenta.
After internalization by endocytosis, the endosome containing the transferrin-receptor
complex becomes acidified and iron loses its affinity for transferrin. Receptor and
transferrin return to the cell surface, where the transferrin is released while the iron is
transported to the cytosol (11). The initial study about circulating transferrin receptor was
reported by Kohgo et al (4). They demonstrated that the concentration of this protein was
significantly elevated in enhanced erythropoiesis and iron deficiency. The clinical use of
the sTfR has been reported in several situations, especially to distinguish iron deficiency
from the hypoproliferative anemia that is associated with chronic diseases (12). The serum
receptor increases with the severity of the iron deficiency anemia, but not in chronic
diseases. In addition, sTfR provides an assessing of erythropoiesis status, because an
increase in the sTfR concentration is proportional to the expansion of the erythroid marrow
(13). In hemolytic anemias with efficient erythropoiesis there is a close parallel rise in sTfR
and absolute reticulocyte count (11). On the other hand, in disorders in which there is an

ineffective erythropoiesis, such as myelodysplasia, an increase in sTfR is observed,
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whereas the reticulocyte count changes little (14). Patients with 8 thal hetero have increased
erythroid marrow activity, although they present various degrees of an ineffective
erythropoiesis (15).

The association of the sTfR and the serum ferritin by the sTfR/ferritin index has
been indicated as a helpful parameter to identify patients with iron deficiency and to
distinguish those with iron deficiency from B thal hetero (16). Gineffer et al (17) studied 35
B thal hetero and 10 B thal hetero associated to IDA and observed that STER was
significantly higher in B thal hetero than in normal controls, but significantly lower than in
IDA. sTfR was not useful in diagnosing associated IDA in B thal hetero patients.

In our study we tested parameters related to sTfR, transferrin and reticulocyte
counts in patients with IDA and B thal hetero. Reticulocytes are good indicators of
erythropoiesis activity. Automated methods using flow cytometry and RNA dyes
resurrected the confidence in reticulocyte counts and introduced new approaches
concerning bone marrow response by the quantification of reticulocyte maturity (18). Thus,
immature reticulocyte fraction has been reported as an early predictor of the regenerative
activity of bone marrow after bone marrow transplantation (19, 20).

Yoldi et al (1) described high fluorescent reticulocytes as a good discriminant
between f thal hetero and IDA, since the value in IDA is higher than in B thal hetero. Such
difference has not been found in our study. An explanation for that fact could be that the
used methodology has not included fluorescence to identify reticulocyte maturity.
However, we carried out a similar study using flow cytometry and thiazole orange as dye
and the results did not change (HFR= 5.11 + 4.47 to B thal hetero and HFR=4.39 + 4 55 1o
IDA, p > 0.05 - data not published). It has been reported that reticulocytes in iron
deficiency states may contain increased amounts of transferrin receptor (21). Then, it was
expected a positive correlation between sTfR and HFR. We observed a modest but
significant correlation between these parameters in IDA, but not in B thal hetero. Iron
deficiency causes an increase in the rate of transferrin receptor production, due to both
increased synthesis and increased stability of transferrin receptor mRNA (22). Iron

deficient rats showed receptor density 74% over the normal rats in function of an increasing
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in erythroid cells population and an increase in transferrin receptor on the individual cell
(23). We tested the diagnostic use of sTfR for IDA and we could determine a value where
the test presents sensibility of 100% and specificity of 69.4% in distinguish IDA from B
thal hetero. The specificity increased to 97.2% when sTfR value was combined with ferritin
value, confirming the results reported by Cermak (16). sTfR and sTfRI detected IDA
patients that could not be identified by other laboratory parameters as TIBC, TS or TFR
rates, demonstrating the value of the sTfR measurement for identifying functional iron
deficiency. We observed a negative correlation between sTfR and ferritin levels. Shikne et
al (9) determined the sTfR changes during the evolution of iron deficiency in a phlebotomy
program. They demonstrated that there was a progressive elevation in sTfR when serum
ferritin fell below the normal range. Before this stage there was no significant change in
sTfR levels. All of our patients had serum ferritin below the normal range and due to this
fact we could observe an inverse correlation between sTfR and ferritin. In the phlebotomy
study (9) the mean sTfR/ferritin ratio was 100 at baseline stage and a ratio of 500 identified
the point at which iron stores were fully exhausted. Our minimum sTfR/ferritin ratio value

was 110.0. Up to 140.0 B thal hetero patients could be identified.

Plasma iron transport is made by transferrin, a monomeric glycoprotein that
binds two atoms of Fe** with high affinity (24). The TIBC is a measurement of transferrin
concentration and was described by Ramsay forty years ago. Despite TIBC is indispensable
for determining iron status, technical problems found by Bill Ramsay has not been solved
until now (25,26). An alternative approach would be measuring transferrin directly by
immonological assay. In our study the nephelometry was used to measure the concentration
of transferrin which showed to be a more accurate method than TIBC. It has also the
advantages of requiring a small sample and being nonsusceptible to iron contamination
(27). We could notice the apparent limitation of TIBC estimation when some of B thal
hetero patients showed high TIBC values although transferrin determination was normal.

Probably a spuriously high value was due to a non-transferrin iron measurement (28).

We could conclude that the interpretation of iron status, is based in a group of
laboratorial findings and, according to our results, the association of sTfR and ferritin

measurements is more precise to distinguish B thal hetero from IDA. However, in a

Capitulo 1
62



We could conclude that the interpretation of iron status, is based in a group of
laboratorial findings and, according to our results, the association of sTfR and ferritin
measurements is more precise to distinguish B thal hetero from IDA. However, in a
screening survey where it is pertinent to consider costs, transferrin evaluation may be

addopted, since it showed a good performance to discriminate both microcytic

hypochromic anemias.
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TABLE I: Hematological and iron parameters in different groups of patients and

control. Values are means + SD and range.

GROUPS
PARAMETERS
control (n=57) B thal hetero (n=41) IDA (n=50)
RTC 67.9%17.6 160.19+137.8 93.7+52.43
(x 10%L) (28.8-134.0) (64-808) (31.0-305.0)
HFR 6.242.9 7.3313.74 6.96+3.55
(%) (2.9-18.9) (6.6-23.6) (1.9-21.2)
SI 96.7429.3 86.8429.7 26.6+17.45
(ng/dL) (42.0-149.0) (24.0-163.0) (2.0-76.0)
TIBC 352.4+58.5 402.9+99.9 409.1£105.8
(ng/dL) (245.0-467.0) (264.0-689.0) (210.0-630.0)
TS 28.0+11.0 24.0£12.0 8.049.0
(%) (12.0-60.0) (10.0-60.0) (1.0-6.0)
SF 103.8+72.4 142.24+156 2 7.444.75
(ng/mL) (17.7-334.0) (24.0-682.0) (1.5-23.5)
TRF 249 8428.7 231.1455.7 337.5461.3
(mg/dL) (202.0-317.0) (125.0-366.0) (111.0-427.0)
TI 0.4140.11 0.3940.15 0.0840.05
(0.20-0.65) (0.18-0.76) (0.01-0.26)
sTIR 16.88+3.1 27.1415.82 50.26+21.4
(nmol/L) (12.5-27) (15.0-91.0) (23.5-108.5)
STIRI 27.7423.60 46.51148.92 1287.5+1329.2
(5.2-99.4) (3.0-279) (119.0-5812.0)

Rtc: reticulocyte count, HFR: high immature reticulocyte fraction; SI: serum iron; TIBC: transfernin iron
binding capacity; TS: transferrin saturation; SF: serum ferritin; TRF: serum transferrin; TI: transferrin index =
SI/TRF: sTfR: soluble transferrin receptor; sTfRI: sTfR index = sTfR/SF.
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TABLE II: Correlation between variables in patients with B thal hetero, IDA and

controls.
GROUPS
VARIABLES CONTROL f THAL HETERO IDA

HFR X sTfR r=10.049 r=0.007 r=0.349
p=0.795 p=0.963 p =0.025
sTfRI X SI r=-0.081 r=0.087 r=-0.140
p=0.670 p=0611 p=0.381

TSXTI r=10.904 r=0.628 r=0.675

p = 0.0001 p = 0.0001 p = 0.0001

TIBC X TRF r=0.688 r=0.169 r=0.517
p = 0.0001 p=0.322 p = 0.0005
sTfR X SF r=0.178 r=0.0117 r=-0.384
p=0.345 p=0.945 p=0.013

sTfR X Rtc r=0.262 r=0.2883 r=0.170

p=0.1615 p=0.0881 p=0.286
sTfR X Hb r=0.121 =-0.4249 r=-0.1117
p=0.523 p=0.0098 p=0.4867

Hb: hemoglobin (g/dL)

TABLE III: Accuracy, sensitivity, specificity and cutoff values to distinguish IDA
from 3 thal hetero (ROC curve results).

PARAMETER ACCURACY SENSITIVITY SPECIFICITY DECISION
(%) (%) (%) LIMIT

Ric 0.762 68.0 74.4 <93 x 10°/L
HFR 0.541 82.0 30.2 <83%

TIBC 0.536 60.0 62.8 2401 pg/dL
TS 0.942 840 953 <10 %
TI 0.992 95.1 100 <0.17

TRF 0.901 87.8 889 >278 mg/dL

sTIR 0.876 100 69.4 >23 nmol/L

sTfRI 0.997 97.6 97.2 >140
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Figure 1: Transferrin index (SITRF) in IDA(group A n= 41) and B thal hetero
(group B n= 35). The discrimination limit is set at 0.17.

Positive Negative
110 ~ o
100F
9ok s o
- B
- s o
70 : o
60F -3
50F i - 5
sof o2,
30k oggo i
- noD >23.0
20 3 m Sens: 100.0
10F Spec: 694
A STFR B 3TFR
RUPO="AF’ JPO='B’

Figure2: sTfR in IDA (group A n=41) and B thal hetero (group B n=35). The

discrimination limit is set at 23.0 nmol/L .

Capitulo |
68



Positive Negative

6000 |_—- i
5000F
t o
X
4000 g
L oo
3000} B
2000 oo
: o
E &h
1000 Q%F
ok >140.0
Sens: 97.6
A STFRF B STFRF Spec:97.2

RUPO="AF RUPO="B’

Figure 3: sTFRI index in IDA ( group A n=41) and B thal hetero (group B n=35). The

discrimination limit is set at 140.0.
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3. DISCUSSAO



PONKA & LOK (1999), em uma valiosa revisdo sobre o receptor da
transferrina, enfatizaram a importancia de novas descobertas a nivel quimico, funcional e
molecular desse interessante receptor. E curioso saber, por exemplo, que a transferrina foi
identificada nos insetos, o que comprova a sua existéncia em seres muito primitivos dentro
da escala evolutiva. O receptor da transferrina, por outro lado, foi identificado na alga

unicelular Dunaliella saliva.

Dentro do estudo do metabolismo do ferro no homem, as investigagBes
referentes ao receptor da transferrina tem caminhado rapidamente, em especial no que diz
respeito a caracterizagdo estrutural dessa glicoproteina e de algumas mutagdes descritas que
podem interferir na atividade de ligagcdo a transferrina (WILLIAMS & ENNS, 1991) e
numa maior susceptibilidade a protedlise (RUTLEGDE et al, 1994b). Outras
investigagcdes sugerem a possivel interagdo entre o receptor da transferrina e a proteina
codificada pelo gene HFE, responsavel pela hemocromatose hereditaria (PARKKILA et al,
1998). Foi demonstrado que o HFE normal liga-se ao receptor da transferrina e diminui sua
afinidade pela transferrina diférrica, enquanto o HFE mutado (Cys 282Tyr) nao se liga ao
receptor da transferrina, perpetuando a ligagdo da transferrina ao seu receptor e
favorecendo o acimulo de ferro (FEDER et al, 1998). Nao esta ainda elucidado se a ligagao

HFE-receptor de transferrina poderia ou ndo interferir na captagéo de ferro pela célula.

No presente trabalho estudamos o receptor da transferrina, enfatizando a sua
utilidade clinica como um parametro laboratorial diferencial entre dois tipos de anemia
microcitica: AF e P tal hetero. Associamos a ele, a analise do comportamento dos
reticulocitos nas duas formas de anemia, langando mao de novos parametros reticulocitarios
relacionados a padrdes de maturidade dessas células. Sendo os reticulocitos as células
representativas da série eritrocitaria na circulagdo que ainda apresentam receptores da
transferrina em sua membrana celular, pareceu-nos interessante englobar aspectos

relacionados aos reticulocitos e aos receptores da transferrina numa mesma analise.

De fato, nossos resultados revelaram dados interessantes. Como era
esperado, a contagem absoluta de reticulocitos foi significantemente mais elevada nos

pacientes com [ tal hetero. No entanto, a fragio de alta imaturidade de reticulocitos, que
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esperava-se que apresentasse valores distintos dos grupos normal e ferropénico, ndo foi
observado. Dois tinicos pacientes com [3 talassemia heterozigota mostraram valores de HFR
excessivamente altos. Coincidentemente, apresentaram contagens de reticuldcitos totais
igualmente elevadas. Posteriormente, pudemos constatar que esses 2 pacientes, na verdade,
foram erroneamente classificados: um deles tem quadro clinico e laboratorial sugestivos da
forma intermediaria (diagnostico esta sendo confirmado) e o segundo apresenta a fB
talassemia na forma homozigota.

Estudos sobre graus de maturidade dos reticulocitos em hemoglobinopatais
nao sao muito freqientes na literatura. KHUHAPINANT et al (1994) estudaram
reticuldcitos em varios tipos de talassemia, através de citometria de fluxo. Mostraram que
os o talassémicos apresentaram numero de reticulocitos significativamente mais elevados
que os P tal hetero n@o esplenectomizados, embora a maturagdo celular fosse similar entre
os dois grupos. YOLDI et al (1991) estudaram 41 individuos B talassémicos heterozigotos e
42 ferropénicos e puderam determinar um valor de HFR capaz de discriminar a maioria dos
casos de P tal hetero.

Além dos diferentes graus de maturidade dos reticulocitos, alguns
equipamentos permitem a avaliagdo do conteido de hemoglobina dessa células através das
determinagdes do CHCMr e HCMr. Comparando esses valores em pacientes com anemia
microcitica (AF e B tal hetero) foi observado nao haver diferenca na concentragdo de
hemoglobina nos 2 grupos, embora o volume dos reticulécitos fosse menor na talassemia
do que na AF (D’ONOFRIO et al, 1995).

SCHAEFER ET SCHAEFER (1999), estudando pacientes submetidos a
hemodialise e tratados com eritropoetina humana recombinante para estimular a
eritropoiese, relataram que a determinagdo do conteiido de Hb nos reticulocitos (CHr) € o
parametro mais sensivel para detectar a existéncia de eritropoiese deficiente de ferro. Esses
reticulocitos pobres em conteado de Hb e ferro, provavelmente correspondem aos
reticuldcitos mais jovens recém liberados da medula, cujas células progenitoras deficientes
de ferro estio sintetizando uma maior quantidade de receptores de transferrina. Isso poderia

explicar a correlagdo entre sTfR e HFR que observamos no nosso grupo de pacientes com
AF.
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WELLS et al (1992), utilizaram como indicador da maturidade celular um
indice conhecido como MCF ("mean channel fluorescence") e correlacionaram parametros
hematologicos e do estado de ferro em sangue de mulheres gravidas com deficiéncia de
ferro, em pacientes com ADC ( anemia de doenga cronica) e controles normais. Os niveis
de MCF foram significativamente mais altos na deficiéncia de ferro quando comparados
com 0s normais e com os pacientes com ADC. Houve uma correlagdo significativa entre
MCF e TIBC e entre MCF e ferritina, sugerindo que a elevagio do MCF no grupo com
deprivagdo de ferro parece refletir um efeito do estado do ferro. Pacientes com ADC
mostraram valores de MCF semelhantes aos individuos normais.

No nosso trabalho, ndo foi observada a correlagdo entre sTfR e HFR entre os
tal hetero. Os valores de sTfR encontrados nesse grupo, embora superiores ao grupo
normal, mas significantemente inferiores ao grupo com anemia ferropriva, nos faz supor
que sejam consequentes a um maior estimulo da eritropoiese medular. A correlagio inversa
entre sTfR e Hb observada no grupo P tal hetero, vem confirmar essa hipotese e sugerem
que o sT{R pode ser utilizado como um indicador da resposta medular frente a um estimulo
a sua expansio, no caso, baixos niveis de hemoglobina.

A determinnagio do sTfR, e também da eritropoetina sérica (sEPO), foi
utilizada como instrumento da investigacdo da expansdo da eritropoieses em pacientes com
talassemia intermédia em dois estudos realizados na Itdlia. No primeiro deles
(GALANELLO et al, 1994), pacientes com Hb F> 40% e, portanto, sofrendo um grande
estimulo a enitropoiese devido 2 alta afinidade dessa Hb ao oxigénio, apresentaram niveis
de sEPO e sTfR significativamente mais altos que aqueles com HbF <40%, embora com
concentragdes semelhantes de Hb e, consequentemente, graus similares de anemia.
CAMASCHELLA et al (1996) conduziram trabalho semelhante ao anterior e nio
observaram correlagdo entre niveis de Hb e sEPO, assim como entre Hb e sTfR em um
grupo de 30 pacientes com [3 talassemia intermédia. Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos com Hb F< 40% e > 40% em relagdo aos niveis de sTfR.

Na avaliagdo dos varios pardmetros laboratoriais como discriminantes dos
dois tipos de anemia microcitica, pudemos constatar a alta eficiéncia e sensibilidade do
sTfR em distinguir os grupos. Esses dados sdo concordantes com a literatura, que aponta a

determina¢do do sTfR como indicador mais sensivel a deplecdo funcional de ferro
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(BAYNES, 1996). A associagdo do sTfR com a ferritina através do indice sTfRI foi o
melhor parametro para discriminar a AF da [ tal hetero. O sTfR e a ferritina avaliam
estagios diferentes da deplegdo de ferro: durante a deplegdo dos estoques, as concentragdes
de sTfR ndo se alteram, enquanto a ferritina decresce progressivamente. Numa fase mais
avancada de deprivagdo, quando a deplecdo atinge o compartimento funcional, o sTfR sofre
alteragdes significativas, enquanto a ferritina permanece relativamente constante
(BAYNES, 1996). Em um estudo onde foi feita a evolugio dos niveis de sTfRI durante o
processo de flebotomia seriada, foi possivel determinar os valores do sTfRI indicativos de
estoque adequado de ferro (<100) e de deplegao de estoque (500) (SKIKNE et al, 1990).
No nosso estudo, somente 1 paciente inicialmente diagnosticado como [ tal hetero
apresentou valor de sTfRI> 140. Trata-se do mesmo paciente com [} talassemia intermédia
que , provavelmente, tem AF associada.

Infelizmente, até o momento, o alto custo dos reagentes para a determinagio
do sTfR inviabilizam o seu uso na rotina laboratorial.

Entre os exames ja implantados nos laboratérios de Patologia Clinica, a
porcentagem de saturagdo da transferrina mostrou resultados bastante satisfatorios, embora
o limite de decisdo tenha sido de 10%, valor inferior ao descrito na literatura (16%) como
indicativo de um inadequado suprimento de ferro a eritropoiese (HOFFBRAND &
PETTIT,1995).

A quantificagdo da transferrina no soro foi implantada em nosso Servigo
durante o desenvolvimento deste trabalho e pudemos constatar a praticidade, rapidez e alta
produtividade dessa analise. As técnicas de turbidimetria e nefelometria quantificam a
formagdo de imunocomplexos em solugdo de forma precisa, rapida e automatizada. Tem
sido extensivamente utilizadas nos laboratérios clinicos e substituido reagbes mais
complexas e demoradas, destinadas a quantificar proteinas, drogas e outras substancias
(RILEY, 1994).

A capacidade de ligagdo do ferro a transferrina (TIBC) € a analise mais
corriqueiramente utilizada para se avaliar o compartimento de transporte do ferro. Esse
teste mede, aproximadamente, a concentragdo de transferrina no soro. Sdo apontadas
algumas desvantagens metodologicas referentes a determinagdo do TIBC: volume de

amostra requerido relativamente grande, susceptibilidade a contaminagao com ferro antes e
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durante a realizacdo do teste e pouca especificidade (BANDI et al, 1985, COOK, 1992).
Um outro fator limitante seria que o TIBC e o proprio ferro sérico sofrem variagdes em
suas concentragdes no decorrer do dia, podendo variar em até 100% num intervalo de 24
horas no individuo sadio (COOK, 1992, WORWOOD, 1997b). As concentragdes de ferro
sofrem, ainda, rapidas alteragbes quando a demanda é aumentada por condighes
infecciosas, inflamatorias ou cirurgicas. Por outro lado, altas concentragdes sdo observadas
nas doengas hepaticas, anemia hipoplasicas e na ertropoiese ineficiente (WORWOOD,
1997a).

No nosso estudo pudemos observar a grande imprecisado do TIBC na
discriminagdo dos 2 grupos de pacientes com anemia microcitica. A dosagem da
transferrina demonstrou ser mais eficiente na distingdo entre os grupos, alcangando um
desempenho praticamente perfeito quando associada a determinagéo do ferro sérico atraveés
do indice TI. COOK et col (1992) descrevem a TS como um teste valioso em estudos
populacionais com alta prevaléncia de talassemia. Relatam a TS como invariavelmente
elevada na talassemia major devido a excessiva absorg@o de ferro, enquanto esta reduzida
na deficiéncia de ferro. Podemos acrescentar, de acordo com os nossos dados, a

importancia do TI na discriminagido da AF da f talassemia heterozigota.
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4. CONCLUSOES
GERAIS



1.

Reticulocitos altamente imaturos apresentam valores semelhantes na AF e na B tal
hetero, n3o auxiliando, portanto, no diagnostico diferencial entre os dois tipos de

anemia.

A determinagdo do sTfR mostrou ser um interessante parametro de analise da atividade
eritropoiética e do metabolismo do ferro, apresentando valores significativamente

diferentes na AF e na 3 tal hetero.

O indice sTfR/ferritina mostrou a melhor acuracia na distingao entre AF e na [ tal

hetero.

A determinagdo dos niveis de transferrina como medida do compartimento de
transporte, revelou ser mais precisa, sensivel e especifica do que o a determinagao do

TIBC. Além disso € mais rapida e pratica na sua execugao.
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Apéndice 2: Analise estatistica descritiva

Medidas de posigdo e dispersdo por grupo.

---------------------------------- GRUPO=AF ----=-m-mmmc e mcmccmmmcmmmcmmaa o

Varidvel N Média D.P. Mediana Minimo Maximo

IDADE 0 38.3200 16.0426 3g.0000 16.0000 88.0000

HE 50 10.5138 2.5541 11.0500 3.4500 16.2000

RDW S0 18.238 3.854544 18.10 13.20 30.90

veM 50 72.3480 10.2018 73.45 40.50 $0.0000

HOM 50 23.4920 3.8391 23.4500 15.8000 30.5000

RTCP 50 2.2584 1.39831 1.8450 0.7000 7.9400

RTCH 50 93.7000 52.4347 83.5000 31.0000 305.0

HFR 50 6.9620 3.5470 6.1500 1.9000 21.2000

MFR 50 26.0440 6.8244 25.6000 12.6000 46 .6000

LFR 50 66.8940 9.3940 68.1000 26.7000 79.94000

HBAZ 50 2.0436 0.4335 2.0800 1.0200 2.7600

HBFET. 50 1.0148 0.1856 1.0050 0.7300 1.6000

FERRO 50 26.1600 17.4547 24.0000 2.0000 76.0000

TIBC 50 409.2 105.9 415.5 210.0 630.0

FERRITIN 50 7.4040 4.7539 6.2000 1.5000 22.5000

STFR 41 50.2561 21.45086 43.0000 23.5000 108.5

TFR 41 337.6 61.3021 351.0 111.0 427.0

STFRF 41 1287.6 1329.2 925.0 118.0 5812.0

T 41 0.076C 0.0521 0.0700 0.00500 0.2600

T5 50 0.0702 0.0448 0.0650 0.0100 0.2000
---------------------------------- GRUPO=E —-——---=m===m- oo - oo mmmemmm——o
Variavel N Média D.P. Mediana Minimo Miximo
IDADE 41 37.435024 13.994729 37.0000 12.0000 72.0000
HB 41 11.480000 1.749460 11.4000 5.7000 16.3000
veM 41 64.712195 6.078824 63.3000 53.8000 89.2000
HCM 41 20.900000 2.473560 20.4000 15.0000 30.50000
RDW 41 17.700000 2.293251 17.2000 14 .5000 28.2000
RTCP 41 2.481220 1.076358 2.2200 0.9600 5.610000
RTCN 41 132.878049 56.073253 126 .0000 64.0000 355.0000
HFR 41 6.7368585 2.454665 6.6000 1.3000 15.0000
MFR 41 26.414634 4.102655 26 .1000 17.2000 34.1000
LFR 41 66.782927 5.495403 67.9000 50.5000 76.3000
HEAR2 41 4.885366 0.43%460 4.8000 4.0000 6.0000
HEFETAL 41 1.8459268 0.678643 1.8000 0.8000 4.0000
FERRO 41 87.926829 29 .687868 90.0000 24.0000 le2.0000
TIBC 41 401.341463 101.728956 386.0000 246.0000 689.0000
FERRITIN 41 145.231707 159.439952 102.0000 24.0000 682.0000
STFR 35 26 .751429 15.867862 21.0000 15.0000 91.0000
TFR 35 230.857143 56.522844 235.0000 125.0000 366.0000
STFRF ag 41.577143 49.627282 23.0000 3.0000 270.0000
TI 35 0.392571 0.1460132 0.3900 0.1800 0.7600
TS 41 0.247073 0.120794 0.23000 0.1000 0.6000
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Variavel N Média D.P. Mediana Minimo Maximo
IDADE 57 38.0175 11.0881 35.0000 19.0000 58.0000
HB 57 14 .7526 1.4474 14.6000 12.5000 17.4000
oM 57 87.3648% 3.1538 87.4000 80.7000 93.1000
HCM 57 29.85861 1.3400 29.9%000 27.0000 32,0000
RDW 57 14.0579 0.6361 14.1000 12.3000 15.8000
RTCP 57 1.3730 0.3298 1.4000 0.6100 2.5000
RTCH 57 67.9825 17.8350 66 .0000 28.0000 134.0
HFR 57 6.2667 2.9703 5.3000 2.9000 12 .9000
MFR 57 27.4807 3.4940 27.8000 17.2000 34.8000
LFR 87 66.4035 4.2125 66 .5000 57.8000 73.8000
HBA2 57 2.3565 0.3245 2.3600 1.5100 3.1100
HBFETAL 57 1.1711 0.3801 1.1600 0.5600 2.0300
FERRO 57 97.1930 29.4035% 299%.0000 42 .0000 149.0
TIBC 57 354.2 57.5806 350.0 245.0 467.0
FERRITIN 57 103.8 72.4244 89.8000 17.7000 334.0
STFR 30 16,8767 3.0969 1l6.0000 12.5000 27.0000
TFR 30 245.8 28.717% 246.5 202.0 317.0
STFRF 30 27.6510 23.6008 17.5000 5.2000 99.4000
TI 30 0.4077 0.1123 0.4000 0.2000 0.6500
15 1 0.2838 0.1063 0.2700 0.1200 0.60C0
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Apéndice 3: Testes de correlagio

Tabela 1- Niveis descritivos dos testes de Kruskal-Wallis para comparagéo
de variaveis entre os grupos.

Variavel p-valor Localizagdo das diferengas

IDADE 0.8787 -

RTCN 0.0001 AF e B ; AFe N ; BelN
HFR 0.2180 -

LFR 0.3786 =

RDW 0.0001 AF e N ; B e N
STFRF 0.0001 AF e B ; AF e N

MFR 0.1471 -

TFR 0.0001 AF e B ; AF e N

TI 0.0001 AF e B ; AF e N
STFR 0.0001 AF e B ; AFe N ; BeN

Tabela 2- Coeficientes de correlagdo linear de Spearman entre variaveis,
no grupc Anemia Ferropriva.

Correlagac entre n Coeficiente p-valor
HFR e STFR 41 0.34925 0.0252
STFRF e FERRO a1 -0.14021 0.3819
STFR e FERRO 41 -0.02702 0.8668
TS e TI 41 0.69404 0.0001
TIBC e TFR a1 0.51747 0.0005
TFR e TS a1 0.14320 0.3717
STFR e FERRITINA a1 -0.38457 0.0130
“STFR e RICN 41 0.17054 0.2864
STFR e HB a1 ~0.11174 0.4867

Tabela 3- Coeficientes de correlagdo linear de Spearman entre variaveis,
no grupo Ptalassemia.

Correlagac entre | n Coeficiente p-valor
HFR e STFR 35 -0.0574 0.7433
'STFRF e FERRO 35 0.1037 0.5535
STFR e FERRO 35 0.1097 0.5305
TS e TI 35 0.6058 0.0001
TIBC e TFR 35 0.16€6 0.23387
TFR e TS 35 0.0462 0.7921
STFR e FERRITINA 35 0.0045 0.9796
STFR e RTCN 35 0.2458 0.1546
STFR e HB 35 -0.4899 0.0028
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Tabela 4 - Coeficientes de correlagdc linear de

no grupo Normal.

Spearman entre

variaveis,

Correlagao entre n Coeficiente p-valor
HFR e STFR 30 0.04948 0.7951
STFRF e FERRO 30 -0.16771 0.3757
STFR e FERRO 30 0.17087 0.3666
TS e TI 30 0.90438 0.0001
TIBC e TFR 30 0.68867 0.0001
TFR e TS 30 -0.14532 0.4435
STFR e FERRITINA 30 0.22019 0.2423
STFR e RTCN 30 0.26223 0.1615
STFR e HB 30 0.12113 0.5237
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Apéndice 4: Curvas ROC e diagrama de pontos

TIBC
100 onermasas __
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0 20 40 60 80 100

100-Especificidade

Figura 1 - Curva ROC estimada para a medida de TIBC na identificacgdo
de Anemia Ferropriva. A acuricia foi de 54, 0%.
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Figura 2 - Diagrama de pontos para a medida de TIBC entre os grupos AF e
B. O valor de corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste
ponto sdo apresentados.

Apéndice 4
105



100

80

o))
Q

40

Sensibilidade

20
o x:

80 100
100-Especificidade

Figura 3 - Curva ROC estimada para a medida de STFR na identificagdo de
Anemia Ferropriva. A acurécia fol de 88,5%.
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Figura 4 - Diagrama de pontos para a medida de STFR entre os grupos AF e B.
0 valor de corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste

ponte sdoc apresentados.
Anilise da variavel TFR
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Figura § - Curva ROC estimada para a medida de TFR na identificacdo de Anemia
Ferropriva. A acuracia foi de 20,0%.
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Figura 7 - Curva ROC estimada para a medida de RDW na identificagdo de Anemia
Ferropriva. A acurdcia foi de 53,4%.
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Figura 8 - Diagrama de pontos para a medida de RDW entre os grupos. O valor de
corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste pontc sdo apresentados.
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Figura 9 - Curva ROC estimada para a medida de STFR/Ferritina na identificagdc de
Anemia Ferropriva. A acurdcia foi de 99,7%.
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Figura 10 - Diagrama de pontos para a medida de STFR/Ferritina entre os grupos AF e
B. O valor de corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste ponto sdo
apresentados.
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Figura 11 - Curva ROC estimada para a medida de TI na identificagdco de Anemia
Ferropriva. A acuracia foi de 99,3%.
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Figura 12 - Diagrama de pontos para a medida de TI entre os grupos AF e
BE. O valor de corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste
ponte sdo apresentados.
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Figura 13 - Curva ROC estimada para a medida de RTCN na identificagadoc de Anemia
Ferropriva. A acurdcia foi de 75,0%.
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Figura 14 - Diagrama de pontos para a medida de RTCN entre os grupos. O
valor de corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste
ponto sdo apresentados.
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Figura 15 - Curva ROC estimada para a medida de HFR na identificagdoc de BAnemia
Ferropriva. A acurdcia foi de 51,3%.
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Figura 16 - Diagrama de pontos para a medida de HFR entre os grupos. O
valor de corte e os valores de sensibilidade e especificidade deste
ponto sdo apresentados.
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