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Objetivo. Foi sugerido que, o aumento do nimero de células vermelhas (RBC) mais jovens
na circulagio em criancas o '-talassémicas poderiam estar correlacionados com as altas
freqiiéncias do alelo o'-talassémico em regides endémicas de maldria. A avaliacio dos
reticulocitos (RET) nessa condi¢do, contudo, ndo tem sido realizada até o presente
momento. Nosso objetivo foi determinar a contagem de RET circulantes e suas fracdes de
maturidade, além do Receptor soluvel de Transferrina (sTfR) e dos niveis de eritropoietina
sérica (s-Epo), em heterozigotos da talassemia o da regido Sudeste do Brasil, 4rea ndo

sujeita a acdo da maldria.

Material e Métodos. Foram estudados 121 portadores de talassemia o (—(x3'7/oca) (T) e 249
controles normais (ao/aa) (C), sub-classificados de acordo com as seguintes faixas
etdrias:1-5 anos (T=27;C=41), 6-10 (T=18;C=42), 11-15 (T=16;C=44), 16-20 (T=20;C=42)
e maior de 20 (T=40;C=80), todos com niveis normais de Ferritina (FER). A andlise dos
RET foi feita utilizando citometria de fluxo, a determinagao dos niveis de sTfR e s-Epo por

imunonefelometria e quimioluminescéncia, respectivamente.

Resultados. Ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre T e C na avaliacdo dos RET
[porcentagens e valores absolutos, p=0,2643 e 0,5421; nas fracdes de maturidade (alta,
média e baixa), (p=0,2579, 0,2196 e 0,4192); e no Indice de Maturidade RET (RMI),
p=0,2471, respectivamente], tdo quanto nos niveis de s-Epo (p=0,5711). Os niveis de sTfR
foram significativamente mais altos em T (p=0,0001) nos sub-grupos de 1-5 anos e maior

de 20 (p=0,0082 e 0,0436, respectivamente).

Conclusdes. Embora os niveis de sTfR tenham sido mais altos, ndo foi observado qualquer
alteracdo no numero e maturacdo dos RET, nesses o'-talassémicos aqui analisados, uma
regido livre de maldria. Os resultados sdo compativeis com uma eritropoiese

compensatoria.

Resumo
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Background and Objective. It has been suggested that an increased number of young
circulating red blood cells (RBC) in o'-thalassemic children could be related to the high
frequencies of the o'-thalassemic allele in malaria endemic areas. Reticulocyte (RET)
evaluation in this condition, however, has not been performed so far. Our objective was to
determine the RET number and maturation degree, in addition to the soluble transferrin
receptor (STfR) and serum erythropoietin (s-Epo) levels, in a'-thalassemia heterozygotes

from Southeastern Brazil, an area not subjected to malaria.

Design and Methods. We studied 121 o'-thalassemia carriers (—oc”/aoc) (T) and 249
normal controls (ao/awat) (C), sub-classified according to age [1-5 years (T=27;C=41), 6-10
(T=18;C=42), 11-15 (T=16;C=44), 16-20 (T=20;C=42) and over 20 (T=40;C=80)], all of
them with normal ferritin levels. RET analyzes were performed by flow cytometry and the
sTfR and s-Epo levels determined by immunonephelometry and chemiluminescence,

respectively.

Results. There was no statistical difference between T and C regarding the RET evaluation
[percentages and absolute values, p=0.2643 and 0.5421; high, medium and low maturation
degree, p=0.2579, 0.2196 and 0.4192; RET Maturity Index (RMI), p=0.2471, respectively],
as well as the s-Epo levels (p=0.5711). The sTfR concentrations were higher in T
(p=0.0001), reaching statistical significance in the 1-5 and over 20 subgroups (p=0.0082
and 0.0436, respectively).

Interpretation and Conclusions. Although the higher sTfR levels, we could not observe
any alteration in RET number and maturation in the o-thalassemic population analyzed
here, a region free from malaria. These results are compatible with a compensatory

erythopoiesis.

Abstract
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1.1- A HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb), pigmento respiratério de todos os organismos vertebrados
€ uma proteina tetramérica, presente no interior das hemacias (RBC) e de seus precursores,
que possui quatro cadeias globinicas: duas do tipo a (£ ou a) e duas do tipo B (g, y, d ou )
(BUNN e FORGET, 1986). Cada cadeia globinica liga-se a um grupo prostético heme, que
consiste de um anel tetrapirrélico de protoporfirina IX, contendo um dtomo central de ferro,
no estado ferroso (Fe+2), que se liga reversivelmente a molécula de O,, de forma que cada
molécula de Hb pode transportar quatro moléculas de O, (BUNN e FORGET, 1986)
(Figura 1).

Sitios de ligacéo O, -
__(grupo heme)
1 i~

Figura 1- Representacdo esquemdtica da molécula da Hb humana

Para cada periodo de vida, hd um tipo de Hb predominante, de acordo com as
necessidades de O, do organismo; assim no periodo embriondrio sdo encontradas as Hbs
Gower 1 (ze2), Gower 2 (ope;) e Portland (Cy2) (BUNN e FORGET, 1986; CHUI e
WAYE, 1998). Com aproximadamente dez semanas de gestagdo, com o inicio do periodo

fetal, elas comecam a ser substituidas pela Hb Fetal (o;y,), a Hb F, que predomina até a
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34%. semana de gestacdo, quando entdo, o aumento da sintese das cadeias globinicas 3

comeca a substitui-la e a Hb do adulto, a Hb A (af,) vai gradativamente se tornando

predominante (BUNN e FORGET, 1986; PALIS e SEGEL, 1998). Ap6s o nascimento, a

partir dos seis meses de vida, o individuo ja possui as mesmas Hbs da vida adulta, sendo

Hb A em torno de 95%, Hb A, (a20,) até 3,5% e Hb F até 2% (BUNN e FORGET, 1986;
CLARKE e HIGGINS, 2000) (Figura 2).
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Figura 2- Representacdo esquematica da ontogenia das cadeias globinicas
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1.2- OS GENES DAS CADEIAS GLOBINICAS

Os genes que codificam as cadeias globinicas estdo agrupados em clusters,
localizados em cromossomos diferentes. O cluster o estd situado na extremidade do braco
curto do cromossomo 16 (16p13.3), com os genes na mesma ordem em que SA0 eXpressos
durante os diversos periodos de vida: 5’- um gene embriondrio C;, trés pseudogenes y(;.

Yo, € yo,, os genes duplicados a, € o, € um gene de funcio ainda indeterminada 0; — 3’

(PROUDFOOT e MANIATIS, 1980; HIGGS et al., 1989) (Figura 3).

-10kb Okt 10kt 20kb © 30kb

! ! | |
g2 iner- ¢Hve WGl wo2 yal o2  al 61 THVR
b Bl —— -———a—.— e

Figura 3- Representacdo esquematica do cluster a, codificador de cadeias globinicas

Os genes a; e o, sdo resultantes da duplicagdo de um gene ancestral, ocorrida
hda milhdes de anos atrds, sdo altamente homodlogos e codificam a mesma proteina
(globina a), diferindo somente dentro do intron 2 (IVS - intervening sequence) e suas
regides 3’ nao codificantes (MICHELSON e ORKIN, 1983; HIGGS et al., 1984). Apesar
do gene o, codificar duas a trés vezes mais proteina do que o gene oy, ambos sao

necessarios para que ocorra a sintese equilibrada das cadeias globinicas (LIEBHABER

et al., 1986).

O cluster P estd localizado no braco curto do cromossomo 11 (11pl5.5),
também com os genes na mesma ordem em que sdo expressos: 5’ — o gene embriondrio €, o

gene fetal duplicado %y e “y, um pseudogene wf;, e os genes 8 e p - 3° (BUNN e
FORGET, 1986) (Figura 4).

€ Gy Ay yp1 1) §

11 Il 11—l T——

Figura 4- Representacdo esquematica do cluster 3, codificador de cadeias globinicas
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Todos os genes funcionais de globina possuem trés éxons (seqiiéncias
codificadoras de proteina), separados por dois introns, que nao sdo traduzidos em proteina

(BUNN e FORGET, 1986) (Figura 5).

Regiao Regiao 5’ nao Regiao 3’ nao
promotora traduzida traduzida

\

5’—%3‘* IVS 1

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Figura 5- Representacdo esquemadtica da estrutura dos genes de globina

1.3- TALASSEMIAS

Sao um grupo heterogéneo de alteracdes hereditdrias causadas por mutacdes
que afetam os genes de globina, resultando em reducio ou auséncia de sintese de uma ou
mais cadeias globinicas, o que pode levar a anemia, com microcitose (diminui¢do no
tamanho das hemdcias) e hipocromia (reducdo no conteido de Hb das hemadcias) de
intensidades varidveis, dependendo do grau de anemia (BUNN e FORGET, 1986;
WEATHERALL et al., 2001). A relacdo entre a proporc¢ado de sintese de cadeias a e 3, que
normalmente estd em torno de 1,0, fica prejudicada, com precipitacdo da cadeia excedente e
conseqiiente lesdo da membrana celular (BIANCO et al., 1997). As talassemias sdo
classificadas de acordo com o tipo de cadeia cuja produgdo esta afetada, em talassemias a.,

B, d, v, 8B, yop e eydf (BUNN e FORGET, 1986; WEATHERALL et al., 2001).

Introdugdo Geral
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1.3.1- Talassemias o

As talassemias o ocorrem devido a mutacdes nos genes da globina a (genes o),
que levam a reducdo ou auséncia de sintese das cadeias o e conseqiiente sobra das cadeias
B. As hemdcias a-talassémicas contém quantidades excessivas de subunidades de Hb: no
adulto, as cadeias [ se tetramerizam (P4), formando a Hb H, que ¢ instdvel e precipita,
lesando a membrana celular (BUNN e FORGET, 1986; KHUHAPINANT et al., 1994). No
feto, a tetramerizag@o das cadeias y forma a Hb Bart’s, que tem alta afinidade pelo O, ndo
o liberando para os tecidos, causando assim hipdxia tecidual e edema, que poderé resultar
em morte fetal ou do recém-nascido (Hidropisia Fetal por Hb Bart’s) (BUNN e FORGET,
1986; HOFFBRAND e PETTIT, 1995; CHUI e WAYE, 1998).

As talassemias o podem ser classificadas em o, quando ocorre auséncia total
da sintese de cadeias o devido a auséncia ou perda de funcdo de ambos 0s genes o no
genoma hapléide [(--) ou (awar)’, respectivamente], e a, quando ocorre reducio parcial da
sintese de cadeias devido 2 auséncia ou perda de func¢do de um desses genes [(-o.) ou (o't
ou (xaT), respectivamente] (HIGGS et al., 1989; HARTEVELD et al., 1997). Ambas as
formas podem ocorrer em homozigose (--/--) ou (-a/-a), heterozigose (--/aa) ou (-o/oa)
ou em interagdo (--/-a0) (BUNN e FORGET, 1986; STAMATOYANNOPOULOS et al.,,
2001). A talassemia o resulta de grandes delecdes que removem todo ou parte do cluster o
ou de seu elemento regulatério (designado de a-MRE ou HS 40), deixando os genes a sem
expressdo; j4 a talassemia o.” ocorre, mais freqiientemente, devido a pequenas dele¢des, que
removem apenas um desses genes, embora também possa mais raramente ser causada por

mutacdes de ponto ou delecdes de poucos nucleotideos (talassemias o ndo delecionais - o)

(KATTAMIS et al., 1996; ORON-KAMI et al., 2000).

A distribuicio geografica da talassemia o’ estd limitada as regides do
Mediterraneo (Itdlia e Grécia, principalmente) e também do Sudeste Asidtico (China,
Tailandia e Vietna, principalmente) (BUNN e FORGET, 1986;
STAMATOYANNOPOULOS et al., 2001). J4 a talassemia o tem distribuicio mundial,

com alta prevaléncia em todo o continente Africano, na regido do Mediterraneo, Oriente
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Médio, Sudeste Asidtico e Oceania, sendo que as mais elevadas freqiiéncias t€ém sido

encontradas nas Ilhas do Sudoeste do Pacifico (HIGGS et al., 1989; WEATHERALL et al.,

2001).

O Quadro

I resume os possiveis gendtipos o-talass€émicos e seus

correspondentes aspectos clinicos e laboratoriais.

Quadro 1- Caracteristicas clinicas e laboratoriais das talassemias o

Genétipo

Achados clinicos e laboratoriais

Talassemia o
heterozigética

(-o/ar @) ou (0" o/ o)

1 a 2% de Hb Bart’s ao nascimento ou indetectavel (50% dos casos)

RBC: normocitose / normocromia ou discretas microcitose e hipocromia sem

anemia no adulto

Talassemia o
homozigédtica

(-a/-av) ou (oo aTa)

5 a 10% de Hb Bart’s ao nascimento
RBC: microcitose e hipocromia mais pronunciadas

Anemia discreta, Hb 1-2 g/dl abaixo dos niveis normais em adulto

Talassemia o’

Heterozigotica (--/aa)

Caracteristicas similares aos da talassemia o homozigética

Talassemia o’

Cerca de 100% de Hb Bart’s, tragos de Hb H e Portland ao nascimento

homozigética RBC: acentuadas anisopoiquilocitose, microcitose, hipocromia, macrocitose,
(orfe0) policromatofilia (reticulocitose) e eritroblastos
Morte fetal ou do recém nascido por Hidropisia Fetal
Interacao 25 a 50% de Hb Bart’s ao nascimento
(--/-a) 5 a30% de Hb H na vida adulta - Doenca de Hb H
ou Anemia hemolitica cronica (Hb 8 a 10 g/dl)
(--/o o) RBC: moderadas microcitose, hipocromia, poiquilocitose e policromatofilia;

presenca de corpos de inclusdao de Hb H

RBC: hemécias

Introdugdo Geral
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As Talassemias o

O tipo mais comum de dele¢io na talassemia o leva a perda de 3.7 kb de DNA

a direita do gene ap (—0L3'7, rightward deletion) (BUNN e FORGET, 1986;
STAMATOYANNOPOULOS et al., 2001).

Os genes o) € o, estdo presentes em duas regides altamente homdlogas de 4 kb
cada (LAUER et al., 1980). Cada regido ¢ dividida em trés subsegmentos homodlogos,
denominados X, Y e Z, separados por trés segmentos ndo homdlogos, denominados I, II e

III. Os genes o, e a, estdo inseridos nos subsegmentos Z (HIGGS et al., 1989) (Figura 6).

yal o2 ol

—i— —1iR —1N o

I II II
! | 7222 | ez

X Y Z XY Z

Figura 6- Representacdo esquemadtica dos subsegmentos homélogos X, Y e Z dos genes

das cadeias o da globina

O alto grau de homologia entre os subsegmentos duplicados facilita o
pareamento incorreto dos cromossomos durante a meiose, com conseqiiente crossing over
desigual que, se ocorrer no sub-segmento homoélogo Z, levard a delecdao de um gene o em
um dos cromossomos (-a>”) e a correspondente triplicacio do gene no outro cromossomo

16 (oo™ ") (BUNN e FORGET, 1986; DODE et al., 1992) (Figura 7).
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Figura 7- Representacdo esquemdtica do pareamento incorreto dos cromossomos ho

subsegmento Z na talassemia o

A delecio -o°” terd como resultado final a formacdo de um dnico gene hibrido
op-01, que contém a porcdo inicial (5’) do gene o, e a por¢do final (3’) do gene q

(BUNN e FORGET, 1986; FOGLIETTA et al., 1996).

Fisiopatologia

A inativa¢do de um gene o no genoma hapldide, na talassemia o, provoca o
desequilibrio da relacdo de sintese das cadeias a e y no periodo fetal, ocorrendo a
tetramerizacdo da cadeia globinica cuja sintese esta preservada; assim, cadeias y irdo formar
a Hb Bart’s (y4), que ird desaparecer até os seis meses apds o0 nascimento, sendo substituida
pelo correspondente tetramero de cadeias 3 (B4) - Hb H, que, sendo instdvel e pela pouca
quantidade formada, € rapidamente proteolizado no interior das células, ndo sendo
detectado na fase adulta (BUNN e FORGET, 1986; STAMATOYANNOPOULOS et al.,

2001). Com isso, ocorre a reducdo da sintese de Hb no interior das hemdcias, que podem
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assim apresentar hipocromia e microcitose, pois é necessdria a expressao dos quatro genes
o para que ocorra a adequada hemoglobinizacdo dos glébulos (BUNN e FORGET, 1986;
HARTEVELD et al., 1997; WILLIAMS et al., 2001).

Distribui¢io mundial da talassemia o,

A talassemia o tem sido considerada a alteragdo genética mais comum e com
distribuicdo praticamente mundial. Somente com o inicio da utilizagdo das técnicas de
andlise de DNA € que foi possivel identificar a sua correta distribui¢do e freqii€ncia em

diferentes partes do mundo (STAMATOYANNOPOULOS et al., 2001).

As mais altas prevaléncias t€m sido encontradas principalmente em regides
tropicais e subtropicais, onde pode chegar até a 80%, como nas populacdes da Asia e
Oceania (China, Taildndia, Indonésia, Malasia, Polinésia) (HILL et al.,, 1985;
FUCHAROEN et al., 1988; WINICHAGOON et al., 1988; WU et al., 1988; ZENG et al.,
1988; HUNDRIESER et al., 1990; SETTANINGSIH et al., 2003), nas Ilhas do Sudoeste do
Pacifico (Papua Nova Guiné e Vanuatu, na Melanésia) (FLINT et al., 1986; ALLEN et al.,
1997), e nas populagdes da regido do Mediterraneo (Itdlia e Grécia) (DI RIENZO et al.,
1986; KANAVAKIS et al., 1986; TRAEGER-SYNODINOS et al., 1993; GALANELLO
et al., 1998). No Oriente Médio (Ardbia Saudita, Ird e Turquia), as prevaléncias chegam a
60% (OZSOYLU et al., 1982; ORON-KARNI et al., 2000; NEISHABURY et al., 2003).
Essa forma de talassemia tem sido encontrada em praticamente todo o continente Africano,
onde pode chegar a freqiiéncia de até 40% (ROUSSEAU et al., 1985; HENNI et al., 1987;
ZORAI et al., 2002). Na América ja foi relatada com incidéncia significante em diversos
paises como Canadd, Estados Unidos, México, Caribe, Jamaica, Venezuela, Argentina e
Brasil (HIGGS et al., 1981; JOHNSON et al., 1982; COSTA et al, 1989; SONATI et al.,
1990; SONATI et al., 1991; SONATI et al., 1996; CASAS-CASTANEDA et al., 1998;
VAN DER DIJS et al., 1999; ARENDS et al., 2000; WENNING et al, 2000; BORGES
et al, 2001; WAYE et al., 2001; NOGUERA et al., 2002; SILVA et al., 2002; WENNING
et al., 2002).
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Talassemia o.” e malaria

A maldria € uma infec¢do aguda, algumas vezes cronica, da corrente sangiiinea,
caracterizada clinicamente por febre, anemia e esplenomegalia, causada pelo parasita do
género Plasmodium (P.), sendo que quatro espécies podem causar a maldria humana:
P. vivax, P. falciparum, P. malariae e P. ovale (HENRY, 2001). As regidoes endémicas de
maldria incluem as zonas tropicais e temperadas, com a presenga concomitante de varias
espécies do parasita na mesma regido (HENRY, 2001). As populacdes mais afetadas estao
presentes na Africa, Asia e Oceania, sendo que as principais complicacdes dessa patologia
incluem uma anemia profunda (anemia severa malarial) e coma (maldria cerebral) causadas

pela espécie mais patogénica, o P. falciparum (GREENBERG et al., 2001).

Altas prevaléncias de portadores de talassemia o, tanto homozigética quanto
heterozigdtica, t€m sido encontradas em regides endémicas de maldria, evidenciando uma
protecdo seletiva e uma correlacdo direta entre essa forma de talassemia e a infeccao pelo

Plasmodium (FLINT et al., 1986; MOCKENHAUPT et al., 1999a) (Figura 8).

M Talassemia a*
Talassemia a v P é’ Bl Malaria v

Figura 8- Talassemia o e regides endémicas de maldria
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Os mecanismos pelos quais a talassemia o pode proteger seus portadores
contra a maldria causada pelo P. falciparum, ainda ndo estdo elucidados (ALLEN et al.,
1997; CHOTIVANICH et al., 2002). Estudos realizados em popula¢gdes das Ilhas do
Sudoeste do Pacifico (Vanuatu e Papua Nova Guiné, na Melanésia), regioes endémicas de
maldaria com presenga concomitante do P. vivax e P. falciparum e elevada prevaléncia de
talassemia o (cerca de 70%) (FLINT et al., 1986), demonstraram que criangas
o -talassémicas apresentam maior susceptibilidade a infec¢do pelo P. vivax, nos dois
primeiros anos de vida, e adquirem maior resisténcia contra a infeccao pelo P. falciparum
quando mais velhas ou adultas (WILLIAMS et al., 1996). Como o P. vivax tem preferéncia
por invadir reticulécitos (GALINSKI et al., 1992) e, como os niveis do Receptor solivel de
Transferrina (sTfR), proteina que reflete o grau de expansdo da atividade eritréide na
medula 6ssea, parecem estar aumentados nessas criancas, foi sugerida a possibilidade de
que um certo grau de eritropoiese ineficaz na talassemia o" poderia resultar em uma maior
quantidade de hemdcias jovens circulantes no sangue periférico, o que levaria a uma maior
susceptibilidade das criangas talassémicas a infeccdo pelo P. vivax e posterior protecao
contra o P. falciparum, justificando assim as elevadas freqiiéncias do alelo o nessas
regides (REES et al., 1998). Dados sobre a contagem de reticulécitos e os niveis de

eritropoietina circulante ndo estavam, no entanto, disponiveis.

A presenga de eritropoiese ineficaz, que corresponde a morte dos precursores
eritréides na medula 6ssea (WILLIAMS et al.,, 2001), é encontrada nas sindromes
talassémicas P, mas nunca anteriormente aventada na talassemia o, pelas alteracdes
hematoldgicas discretas a que ela corresponde. Por outro lado, um estudo realizado em uma
populacdo de criancas africanas, no Sudoeste da Nigéria, onde a maldria também ¢
endémica e a talassemia o atinge freqiiéncias bastante elevadas, ndo observou correlagio
entre o gendtipo o e os niveis de sSTFR (MOCKENHAUPT et al., 1999b). Estes autores
mostraram que, na maldria crdnica, as vezes detectada somente por técnicas moleculares, as

concentragdes de sTfR podem estar aumentadas, como resposta eritropoiética adequada a

hemolise cronica (MOCKENHAUPT et al., 1999b).
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Talassemia o na populacio brasileira

Somente a partir da década de 80 foram publicados os primeiros trabalhos sobre
a presenca da talassemia o na populacdo brasileira, resultante, principalmente, como na
maioria das popula¢des mundialmente estudadas, da delecdo -a*’ (ZAGO et al., 1983 ¢
1985; COSTA et al., 1989; SONATI et al., 1990, 1991, 1992 e 1996; WENNING et al.,
2000; BORGES et al., 2001; SILVA et al.,, 2002; WENNING et al., 2002). Estudos
realizados na populacdo negréide da regido Sudeste brasileira estimaram uma prevaléncia
de 22% da delecao o’ heterozigdtica (—oc”/ococ) (SONATI et al.,, 1990 e 1991). Nesta
mesma regido do pais, a freqiiéncia da delecao o heterozigdtica em pacientes com
anemia falciforme também foi de 22% (COSTA et al., 1989); estudo em individuos com a
presenca concomitante de Hb C, a freqiiéncia da delecdo o foi de 18,1% na forma
heterozigética e de 2,0% na homozigédtica (SILVA et al., 2002). Ao estudar a freqiiéncia da
delecdo -a*’ em individuos com microcitose e hipocromia sem anemia, na regido Sudeste
brasileira, foram encontrados resultados de 36,9% em caucasdides e 57,1% em negroéides,
na forma heterozigbtica, e 2,5% e 12,2% respectivamente, na forma homozigética

(BORGES et al., 2001).

A presenca da delecdo -a>’ na populagdo brasileira se deve ao elevado grau de
miscigenagdo, sendo ela composta pelos nativos indigenas, pelos descendentes de povos
africanos trazidos na época da colonizacdo portuguesa, pelos descendentes de europeus
que, em diferentes momentos histdricos, participaram do processo de colonizacdo ou que,
para aqui imigraram, como os italianos, nos periodos pds-guerra, ou ainda, mais
recentemente, pelos descendentes de povos asidticos e do Oriente Médio que vieram em

busca de trabalho e terra (ZAGO e COSTA, 1985).

1.4- AVALIACAO DA ATIVIDADE ERITROPOIETICA

No presente momento, existem duas novas metodologias para a avaliacdo da
atividade eritropoiética: a contagem automatizada dos Reticuldcitos (RET) e suas fracdes
de maturidade, por citometria de fluxo fluorescente, e a determinacao dos niveis séricos do

Receptor solivel de Transferrina (sTfR) (WATERS e SEAL, 2001).
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Os RET sao hemédcias jovens contendo remanescentes de RNA ribossomal, que
podem ser visualizados por corantes supravitais (azul de cresil brilhante, novo azul de
metileno, azure B) (DACIE e LEWIS, 1995), e ainda sdo capazes de sintetizar Hb em seu
interior; essas células possuem uma quantidade considerdvel de Receptores de Transferrina
(TfR) em sua superficie, podendo assim captar mais ferro (Fe) para o seu interior

(BRUGNARA, 2000).

A contagem manual de RET através de corantes supravitais ndo tem sido mais
indicada nos laboratérios clinicos, dada sua grande imprecisdo, pois pode apresentar um
coeficiente de variacdo de até 50% (CORBERAND, 1996). A contagem automatizada
utiliza como metodologia o principio de que as células contendo RNA coradas por um
fluorocromo (tiazol laranja, auramina O ou outros) podem ser quantificadas pela citometria
de fluxo e classificadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia emitida pela luz do
laser de fon argonio (KHUHAPINANT et al., 1994; BRUGNARA, 2000). E possivel assim
dividir os RET em trés categorias: RET Low, que apresenta baixa fluorescéncia, portanto
alta maturidade, e corresponde a fragdo de maior quantidade no sangue periférico; RET
Medium, que apresenta grau médio de fluorescéncia e maturidade intermedidria; e RET
High, que emite elevada fluorescéncia, sendo portanto de baixa maturidade e a fracdo em
menor quantidade no sangue periférico (GONZALEZ et al., 1997). Outros dados também
podem ser obtidos, como RET em valores absolutos e corrigidos pelo hematdcrito
(CRC - Corrected RET Count), o Volume Reticulocitario Médio (VRM) e ainda o RMI
(RET Maturity Index), também chamado de MFI (Mean Fluorescence Index), que
corresponde a soma das fragdes mais imaturas [RMI = (RET High + RET Medium) x
100/ RET Low] (CHOI e PAI, 2001). A andlise dos RET mais jovens pode ser utilizada,
atualmente, como um dos parametros mais sensiveis para a avaliacdo da producao eritréide
da medula dssea, sendo muito ttil na avaliacio e monitoramento apds tratamento com
reposicdo de ferro, administracdo de eritropoietina recombinante humana (rHuEPO)
(BRUGNARA, 2000), quimioterapia ou transplante de medula 6ssea, pois quanto maior € o
numero de RET imaturos circulantes, tanto maior € a atividade eritropoiética da medula

o0ssea (GONZALEZ et al., 1996; NORONHA et al., 2003).
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O Receptor de Transferrina (TfR) consiste de uma glipoproteina
transmembrana presente na superficie de vérios tipos de células. E composto de dois
monomeros com 760 aminodcidos (aa) e 95 kilodaltons (kDa) cada um, ligados por duas
pontes disulfeto nas posicdes 89 e 98 do aa cisteina, formando um dimero de 190 kDa
(COOK et al., 1993). Cada mondmero é dividido em trés regides: um dominio
citoplasmatico com 61 aa e 10 kDa, uma pequena regido transmembrana com 28 aa € um

grande dominio extra celular com 671 aa e 85 kDa (WIANS J UNIOR et al., 2001a).

A molécula de Transferrina (Tf) contendo os dtomos de ferro na forma férrica
(FeJ'3 ) se liga ao TfR celular formando um complexo [TfR-Tf-Fe] (HUEBERS e FINCH,
1987) (Figura 9).

HOOC
671 aa
Cell 28 aa[ m ] Iliembrane
61 aa 10 kDa
\HZN NH,

95 kDa 95 kDa

Cytoplasm

Figura 9- Representacdo esquematica do complexo [TfR-Tf-Fe] e TfR
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Todas as células que necessitam de captacdo de Fe possuem TfR, mas em sua
maioria, cerca de 80%, este receptor estd sendo expresso na superficie dos precursores
eritréides da medula 6ssea (WIANS JUNIOR et al., 2001b), apresentando um nimero em
cerca de 300.000 nos eritroblastos baséfilos, acima de 800.000 nos eritroblastos
policromadticos até cair para cerca de 100.000 nos RET e nenhum TfR nas hemacias
maduras (R’ZIK et al., 2001). A regulacdo da expressdo génica do TfR € dependente de
varios fatores, como a quantidade de Fe intracelular (HENTZE e KUHN, 1996) que,
quando deficiente, resulta em um aumento da interagcdo entre as proteinas reguladoras de Fe
(IRP) com os elementos responsivos ao Fe (IRE) do RNA mensageiro (RNAm) do TfR, a
nivel pods-transcricional, intensificando a traducdo do gene (HAILE, 1999; LOBMAYR
et al., 2002; CAIRO et al., 2002); a eritropoietina (EPO) aumenta os niveis de expressao do
RNAm do TfR, e assim a estimulacdo e proliferacdo dos progenitores eritréides na medula,
por atuar na transcri¢do ou intensificar a ligagdo entre IRP com IRE (WEISS et al., 1997); e
ainda a prépria hipdxia, que aumenta a expressao do TfR devido a um elemento responsivo
aos baixos niveis de O, presente no gene do TfR (TACCHINI et al.,1999; LOK e PONKA,
1999).

A quantidade de Fe na molécula de Tf exerce um importante papel na afinidade
de ligacdo da Tf ao TfR (HUEBERS e FINCH, 1987), pois em pH fisiolégico de 7,4 o
complexo [TfR-Tf-Fe] € internalizado nos precursores eritroides através da formacdo de
uma vesicula chamada endossomo, em um processo conhecido como endocitose
(VAN DAM e STOORVOGEL, 2002). A queda do pH para 5,5 dentro do endossomo
diminui a afinidade da Tf pelo Fe, que € entdo liberado para o citosol e vai para dentro das
mitocondrias, onde € utilizado para a sintese do heme e da Hb, ou permanece estocado na
forma de ferritina (PONKA et al., 1998). A apotransferrina ligada ao TfR € reciclada de
volta para a superficie da célula, de onde entdo o complexo se dissocia para a realizacdo de

outros ciclos de captacdo do Fe (HUEBERS e FINCH, 1987).

Somente em 1986, a presenca da forma solivel do TfR no soro humano,
denominado sTfR, foi detectada (KOHGO et al., 1986). O sTfR ¢ liberado das células
eritroides através de clivagem proteolitica, que ocorre entre Argl00-LeulO1 do dominio

extracelular do TfR (BAYNES, 1996), resultando em um mondmero truncado e soldvel de
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aproximadamente 74 kDa, que circula no sangue ligado a transferrina (ALLEN et al.,
1998). Os niveis do sTfR sdo diretamente proporcionais a quantidade total do TR celular;
como a maior quantidade destes estd presente nos precursores eritréides (BRITTENHAM
et al., 2000), o sTfR € uma maneira indireta de se avaliar o grau de atividade eritropoiética
(KUIPER-KRAMER et al., 1998; CAZZOLA et al., 1999; COTTON et al., 2000), tanto
nas doengas hipoproliferativas quanto hiperproliferativas da medula eritr6ide (HUEBERS
et al., 1990; KHUMALO et al., 1998; WORWOOQOD, 2002), apds tratamento com
quimioterapia (KIM et al., 2002) ou administracdo de tHUEPO (SHARPE et al., 2002;
BEGUIN, 2003). E também muito ttil e preciso na avaliacdo do status de Fe (VERNET e
DOYEN, 2000; JOOSTEN et al., 2002), no diagndstico da anemia ferropriva (SKIKNE
et al., 1990; MAST et al., 1998; MALOPE et al., 2001), e na diferenciacdo desta com as
anemias de doencas cronicas (WIANS JUNIOR et al., 2001b; BEERENHOUT et al., 2002:
LEE et al., 2002; THOMAS ¢ THOMAS, 2002).

Altas concentragdes do sTfR sdo observadas em doencas com atividade
eritropoiética medular aumentada, como na anemia hemolitica auto-imune, esferocitose
hereditdria, talassemia B/Hb E, doenca de Hb H, anemia falciforme e policitemia vera
(HUEBERS et al., 1990; WORWOOD, 2002), e baixas concentracdes em doengas com
diminuida atividade eritropoiética medular, como na anemia apldstica e doenca renal

cronica (WORWOOD, 2002; BEGUIN, 2003).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade eritropoiética na talassemia o
heterozigética, em uma populacido da regido Sudeste brasileira, drea ndo sujeita a acdo da
maldria, com o intuito maior de verificar se algum grau de reticulocitose pode ser

observado nessa condic@o, que possa sugerir um mecanismo de prote¢do contra a maldria.

Objetivos
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Abstract

Background and Objective. It has been suggested that an increased number of young
circulating red blood cells (RBC) in o'-thalassemic children could be related to the high
frequencies of the o'-thalassemic allele in malaria endemic areas. Reticulocyte (RET)
evaluation in this condition, however, has not been performed so far. Our objective was to
determine the RET number and maturation degree, in addition to the soluble transferrin
receptor (sTfR) and serum erythropoietin (s-Epo) levels, in o*-thalassemia heterozygotes

from Southeastern Brazil, an area not subjected to malaria.

Design and Methods. We studied 121 o'-thalassemia carriers (—oc3 '7/aa) (T) and 249
normal controls (aa/aiat) (C), sub-classified according to age [1-5 years (T=27;C=41), 6-10
(T=18;C=42), 11-15 (T=16;C=44), 16-20 (T=20;C=42) and over 20 (T=40;C=80)], all of
them with normal ferritin levels. RET analyzes were performed by flow cytometry and the
sTfR and s-Epo levels determined by immunonephelometry and chemiluminescence,

respectively.

Results. There was no statistical difference between T and C regarding the RET evaluation
[percentages and absolute values, p=0.2643 and 0.5421; high, medium and low maturation
degree, p=0.2579, 0.2196 and 0.4192; RET Maturity Index (RMI), p=0.2471, respectively],
as well as the s-Epo levels (p=0.5711). The sTfR concentrations were higher in T
(p=0.0001), reaching statistical significance in the 1-5 and over 20 subgroups (p=0.0082
and 0.0436, respectively).

Interpretation and Conclusions. Although the higher sTfR levels, we could not observe
any alteration in RET number and maturation in the o'-thalassemic population analyzed
here, a region free from malaria. These results are compatible with a compensated

erythopoiesis.
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Introduction

Alpha*-thalassemia (o"-thal) is mainly caused by deletions affecting one of the
two a-globin genes in the haploid genome, resulting in deficient synthesis of a-globin
chain with a small degree of globin chain imbalance (1). The heterozygotes (-a/aa) are
asymptomatic, presenting either normal hematological features or a slight degree of
microcytosis and hypochromia, with normal hemoglobin (Hb) levels (2). The o’
rightward deletion accounts for the majority of the cases all over the world (3). In malaria
endemic areas, the a'-thalassemic alleles reach frequencies as high as 70%. Thus, it is
believed that these alleles are kept at such frequencies by protecting the carriers against
malaria (4-5). The mechanisms involved in this phenomenon are, however, still not
established. Williams et al., in 1996 (6), observed an increased susceptibility to malaria in
a-thalassemic children during their first two years of life, which could lead them to develop
some immunological protection against the infection when older and adults. As it has been
showed that the Plasmodium (P.) falciparum has a preference for younger red blood cells
(RBC) and P. vivax only infects reticulocytes - RET (7-8), an increased number of young
circulating RBC in a'-thalassemic children could be associated with the positive selection
of malaria on this hemoglobinopathy (9). Assessing erythropoietic activity by measuring
the soluble transferrin receptor (sTfR) concentrations, Rees et al. (9) described increased
levels of this protein in o*-thalassemic children from the Pacific Island of Santo, Vanuatu,
a malaria endemic area with concomitant infection by P. vivax and P. falciparum. Different
results were obtained by Mockenhaupt et al., in 1999 (10), who did not find a correlation
between a-genotypes and sTfR levels in a population of African children in Southwestern
Nigeria, where malaria falciparum is endemic and a'-thal very frequent. These authors also
showed that, in such areas, the sTfR concentrations may be influenced by asymptomatic
and mild P.falciparum infection, sometimes only detected by PCR. Reticulocyte
evaluation could contribute to a better understanding of the erythropoiesis in o'-
thalassemia but, as far as we know, it has been poorly investigated in this condition. The
only study employing flow cytometry and including 2 cases of a-thal 1 trait showed no

difference between thalassemics and normal controls (11).
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In Brazil, the -0’ deletion is very common, occurring in about 25% of the
African descended population and also affecting, in minor proportion, the Caucasian
population (12-13). The aim of the present study was to evaluate the circulating RET
number and maturational stages in o'-thal heterozygotes, not subjected to malaria infection,
classified according to age and compared to normal a-genotype control groups. The sTfR
and serum erythropoietin (s-Epo) levels were also analyzed to complement erythropoiesis

evaluation.

Design and Methods
Subjects

A total of 121 a'-carriers (-a/oet) (T) and 249 normal controls (ao/aa) (C),
sub-classified according to age as 1-5 years [T=27, 15 men (m)/12 women (w); C=41, 16
m/25 w], 6-10 (T=18, 11 m/7 w; C=42, 19m/23w), 11-15 (T=16, 6m/10w; C=44,
15m/29w), 16-20 (T=20, 6m/14w; C=42, 12m/30w) and over 20 years (T=40, 11m/29w;
C=80, 40m/40w), were analyzed. Individuals were selected from a population in the
Southeastern region of Brazil, an area not subjected to malaria. All subjects presented

normal ferritin (FER) levels, according to each age group.

The Research and Ethics Committee of the School of Medical Sciences
approved the study and an informed consent was obtained from each volunteer or her/his

legal guardian.

Methods

Peripheral blood samples were collected with EDTA and without anticoagulant;
hematological parameters and RET counts and maturity fractions were determined by
automated cell counter (Pentra 120 Retic, ABX Diagnostics, Montpellier, France), using

flow cytometry and thiazole orange dye. The RET maturation classes depend on their RNA
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content and corresponding fluorescent intensity (low, medium and high: the most immature
RET fraction corresponds to the highest degree of fluorescence) (14). The RET Maturity
Index (RMI)=[(High + Medium fluorescence fractions) x 100/ Low fluorescence fraction]
represents the immature RET fraction, which corresponds to the young prematurely
released RET, and can be used as one of the earliest and most sensitive predictors of

erythropoietic activity (15).

Hb analyses were carried out by cation-exchange High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) using a Bio-Rad Variant II Analyzer (Bio-Rad, Hercules,

California, USA). Hemoglobin structural alterations and -thalassemia trait were excluded.

DNA samples were extracted from peripheral blood leukocytes by GFX
Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham Bioscienses, Piscataway, NJ, USA) and

the -a>” deletion investigated by PCR according to Dodé et al. (16).

The sTfR levels were determined by immunonephelometry (N Latex sTfR
nephelometric kit, Dade Behring, Brussels, Belgium) and FER and s-Epo by
chemiluminescent immunometric assay (Immulite, Diagnostic Products Co., Los Angeles,

CA, USA), following the manufactor’s instructions.

Statistical analyses were conducted using the Statistical Analysis System, 8.02
for Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. The Rank Transformation ANOVA and
Tukey tests were used to compare the groups (17). All p < 0.05 were considered

statistically significant.

Results

Regarding the hematological parameters, as expected, the means of the RBC
counts and of the Red Cell Distribution Width (RDW) values in the T group were
significantly higher than those observed in the C group (p=0.0001 for both of them), while
the means of the Hb, Mean Cell Volume (MCV) and Mean Cell Hemoglobin (MCH) values
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were lower (p=0.0001 for all of them). The means of the Hematocrit (Hct) values did not

show any significant difference (p=0.3376) (Table 1).

The medians of the RET percentages (%) and absolute values (#) also did not
differ between T and C (p=0.2643 and 0.5421, respectively), as well as the RET low,
medium and high maturity fractions (p=0.4192, 0.2196 and 0.2579, respectively) and the
RMI (p=0.2471). These data are demonstrated in Table 2.

The s-Epo levels were found to be all within the reference ranges and did not
differ between T and C (p=0.5711). The only significant difference was found in the
comparison of the sTfR concentrations: the medians were higher in the T group (p=0.0001),
and statistical significance was observed in only the 1-5 and over 20 years age subgroups
(p=0.0082 and 0.0436, respectively). These data are presented in Table 3, where we also
included the FER values.

Discussion

sTfR levels have been considered the most reliable tool for assessing
erythropoietic activity when iron deficiency and chronic malaria are excluded, being
proportional to the mass of erythroid tissue (18). In the population studied here, the median
values were higher in the thalassemic subgroups compared to the normal controls, but
statistical significance was observed only in the 1-5 years and over 20 years subgroups.
These increases were not concomitant neither with detectable elevation of the s-Epo levels,
one of the most important regulatory factors of TfR expression in erythroid cells in addition

to iron status (19), nor with a rise in the ferritin levels.

Conversely, the RET counts and maturity fractions, as well as the RMI, did not

show any significant difference between the T and C groups, in any age subgroup.

Thus, for the a*-thal carriers investigated here, in a region free of malaria, data
are compatible with the occurrence of a discreet expansion of the erythron, mainly

reflecting the erytroblast mass (19), which probably occurs to compensate microcytosis and
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hypochromia. Reticulocytosis or abnormal maturation of reticulocytes was not found. The
highest sTfR increase, observed in the 1-5 years age subgroup, may be due to a higher

physiological demand during childhood (20).
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Table 1: Red Blood Cell Parameters

Parameter| Age | THALASSEMICS CONTROLS p
Groups| n Mean+ SD n Meant SD

1to5 |27 492+ 049 |41 464+ 038
6t010 |18 500+ 032 [42 4.69+ 0.36
RBC 1101516 505+ 043 |44 464+ 032 |0.0001
(x10%uL) (16102020 5.6+ 051 |42 476+ 038
>20 |40 534+ 044 |80 4.82+ 0.40

1105 |27 1208+ 1.05 |41 1275+ 1.00
61010 |18 12.89+ 0.82 |42 13.30 £ 0.93
Hb 11t015)16 1340+ 1.05 |44 13.63+ 092 |0-0001
(g/dL) 16102020 13.50+ 0.97 |42 14.10+ 1.06
>20 |40 1370+ 122 |80 14.52+ 1.08

1105 |27 3723+ 321 |41 37.62+ 2.9
6t010 |18 3938+ 2.50 |42 39.07+ 2.73
HCT 11t015]16 4076 + 328 |44 40.55+ 2.49 |0.3376
(%) 16t020[20 4123+ 3.19 |42 41.84+ 295
>20 |40 4235+ 3.66 |80 43.01+ 2.88

1t05 |27 7610+ 633 |41 8098+ 4.19
61010 |18 78.89+ 3.48 |42 8344+ 371
MCV 1101516 80.86+ 4.06 |44 87.44+ 378 |0.0001
(fL) 16t020[20 8034+ 5.53 |42 87.96+ 3.92
>20 |40 79.22+ 3.56 |80 89.44+ 3.54

lto5 |27 2470+ 232 |41 2743+ 1.57
6t010 |18 2581+ 1.14 |42 2841+ 1.44
MCH 11t015[16 2656+ 1.07 |44 2938+ 1.37 |0-0001
(pg) 16102020 2628+ 1.94 [42 29.64+ 1.31
> 20 40 25.66+ 132 |80 30.18+ 1.27

1105 |27 1603+ 3.13 |41 1401+ 1.14
6t010 |18 1376+ 0.71 |42 1358+ 1.10
RDW 11t015[16 1405+ 1.38 |44 13.51+ 1.07 |0:0001
16102020 1513+ 2.72 |42 13.80+ 0.88
>20  [40 1619+ 1.51 |80 1421+ 1.23

RBC: Red Blood Cell; Hb: hemoglobin; HCT: hematocrit; MCV: Mean Cell Volume;
MCH: Mean Cell Hemoglobin; RDW: Red Cell Distribution Width
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Table 2: Reticulocyte analyses

Parameter| Age | THALASSEMICS CONTROLS p
Groups | n Median+ SD | n Median+ SD

1t05 |27 139+ 046 |41 134+ 046
6t010 |18 126+ 03042 135+ 043
RET 1101516 1.10+ 059 |44 126+ 0.41 02643
(%) 16t020[20 1.08+ 0.61 42 125+ 0.40
>20 [40 096+ 060[80 120+ 051

1105 |27 62.80+19.40 |41 64.40 +22.70
61010 |18 64.10£18.10 |42 62.90 +21.30
RET# 11t015[16 5930 +27.50 | 44 58.90 + 18.50 | 0-5421
(x107uL) [T61020]20 58.30£30.00 |42 59.40 = 19.10
>20 |40 54.80+30.10 |80 59.20 & 24.60

1105 |27 8970+ 634 |41 9030+ 5.14
RET 6t010 |18 91.00+ 3.92]42 9020+ 5.07
Higher 110 15[16 9285+ 5.26[44 91.95+ 53002579
maturity [761,20[20 90.65+ 65042 91.50+ 5.88
(%) >20 |40 9295+ 6.34|80 89.10+ 7.01

1105 |27 858+ 4.67|41 821+ 3.88
RET 61010 |18 654+ 3.07]42 8.12+ 375
Medium 171101516 570+ 450|44 6.67+ 3.75]|0:2196
maturity 761520[20 796+ 478 |42 750+ 430
(%) S20 |40 501+ 50880 870+ 537

1t05 |27 206+ 248 |41 146+ 143
RET 6t010 |18 145+ 14542 179+ 184
Lower 11t015[16 156+ 12044 1.13+ 2.16|04192
maturity [767,20(20 150+ 2.05]42 191+ 1.86

(%) >20 |40 139+ 1.74|80 206+ 226
1to5 |27 1148+ 839 |41 1078+ 6.73
61010 |18 986+ 4.84 |42 1086+ 6.50
RMI 11to15[16 767+ 659 |44 874+ 67102471
(%) 16t1020[20 1031+ 856 |42 928+ 7.67

> 20 40 7.58+ 82680 1225+ 9.00

RET: reticulocytes; RET #: Absolute value; RMI: RET Maturity Index

Table 3: sTfR (soluble Transferrin Receptor), s-Epo (erythropoietin) and FER (ferritin) levels

Parameter| Age | THALASSEMICS CONTROLS P p
Groups | n Median+ SD | n Median+ SD
1to5 [27 223+ 070]41 180+ 043 0.0082
6t010 |18 179+ 05242  1.68+ 0.40 0.3882
sTfR 11to15[16 1.68+ 037 |44 143+ 04300001 100691
mg/L)  M61020[20 157+ 08442 136+ 038 0.0966
>20 |40 151+ 05280 135+ 0.39 0.0436

1to5 |27 1030+ 543 |41 920+ 520
6t010 [18 740+ 591 |31 940+ 527
s-Epo 1101516 7.80+ 6.70|28 745+ 3.89|05711
mUmL) 61620[20 805+ 66142 750+ 3.04
>20 |40 950+ 628|80 920+ 6.18

1t05 |27 353042263 |41 37.00+21.10
61010 |18 28.20+26.29 |42 29.85+ 28.84

FER 11t0 1516 44.55+18.35 |44 48.55+37.52 | 0.8646
(mg/mL)  T61620[20 51.80+4447 |42 33.95+58.19

> 20 40  89.75 +80.01 | 80 102.00 + 80.95
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Em regides endémicas de maldria, a selecdo positiva de genes relacionados as
hemoglobinopatias, as alteracdes hereditdarias da membrana das hemadcias, como a
esferocitose, a eliptocitose e a ovalocitose, e as deficiéncias enzimdticas, como a
deficiéncia de G6PD e de piruvato-quinase, € bastante conhecida e evidenciada pela
sobreposi¢ao dos mapas de distribuicdo de um e outro no globo terrestre (FLINT et al.,
1986; ALLEN et al., 1997; PATTANAPANYASAT et al., 1999). Os mecanismos pelos
quais o gene da Hb S t€m sido positivamente selecionado foram melhor investigados por
experimentos in vivo e in vitro. Nas talassemias, no entanto, as evidéncias ainda carecem de
comprovagdo experimental, embora haja um enorme esforco de muitos grupos de
pesquisadores, em diversos paises, para elucidar os fatores aqui envolvidos

(WEATHERALL et al., 2001).

O aumento dos niveis de sTfR em criangas o'-talassémicas das ilhas do
Sudoeste do Pacifico (Papua Nova Guiné e Vanuatu), regido endémica de maldria por
P. vivax e P. falciparum concomitantemente, e onde a freqiiéncia do alelo o*-talassémico €
tdo elevada quanto 70%, somado a informagdo prévia de que criangas o' -talassémicas, nos
dois primeiros anos de vida, seriam mais susceptiveis a infec¢do pelo P. vivax, cuja
preferéncia se dd por reticuldcitos do sangue periférico, tornando-se mais resistentes a
maldria falciparum na vida adulta, levou um grupo inglés a sugerir a hipétese de que um
certo grau de eritropoiese ineficaz poderia estar ocorrendo mesmo nessa forma discreta de
talassemia e que poderia explicar o (ou um dos) mecanismo(s) que estariam levando a forte
selecdo positiva do alelo a-talassémico nessas regides (REES et al, 1998). E importante
ressaltar que, segundo os autores, criancas com maldria ativa, investigada pela busca dos
parasitas em sangue periférico recém-coletado, foram excluidas da casuistica analisada.
Esse grupo, no entanto, ndo avaliou o status dos reticuldcitos nessa populacdo, cuja
necessidade € indicada na discussdo da correspondente publicacido. MOCKENHAUPT
et al., um ano mais tarde, analisando uma populacdo de criangas africanas, da Nigéria,
regiio endémica de maléria por P. falciparum, com elevadas prevaléncias de talassemia o.",
demonstraram que, na maldria cronica, os niveis de sTfR estdo aumentados, como
indicativo de expansdo da atividade eritropoiética para adequada resposta compensatéria da

hemolise cronica. A pesquisa de parasitas, nesse caso, incluiu a analise molecular por PCR
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que, em parte dos casos em que a pesquisa no sangue fresco foi negativa, detectou a
infeccdo. Nao houve, nesse estudo, associacdo entre o gendtipo a e os niveis de sTfR

(MOCKENHAUPT et al, 1999b).

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a atividade eritropoiética na talassemia
o heterozigética, em portadores da regido Sudeste brasileira, drea ndo endémica de
malédria, com enfoque na contagem e determinacdo dos graus de maturidade dos
reticuldcitos circulantes. Nesta regido do pafs, a talassemia o tem atingido elevadas
prevaléncias em fung¢do, principalmente, da contribuicdo da populacdo de origem africana
trazida na época da colonizag@o portuguesa a populacdo desta regido do pais, e, em menor
grau, da imigracdo de outros povos, particularmente do Sudeste Asidtico e da Regiao
Mediterranea, em periodos mais recentes (SONATI et al, 1990 e 1991; BORGES et al.,
2001). Para o estudo, os individuos foram classificados por faixas etarias em 5 subgrupos:
1-5 anos, 6-10, 11-15, 16-20 e maior de 20, que foram comparados a seus respectivos
controles normais. Os subgrupos controles tiveram uma propor¢ao minima de 1,5 vez o
tamanho amostral de seu correspondente subgrupo talass€mico. Para complementacdo da
avaliacdo da atividade eritropoiética, os niveis séricos de sTfR e EPO também foram
analisados. Individuos com concentragdes de ferritina sérica abaixo da faixa de
normalidade foram excluidos do estudo para que ndao houvesse a interferéncia da

deficiéncia de ferro nas dosagens de sTfR (VERNET e DOYEN, 2000).

De acordo com os resultados aqui obtidos, ndo houve diferenga significativa na
avaliacdo dos reticuldcitos, seja em relagdo a contagem (percentagens e valores absolutos),
seja em relacdo as fracdes de maturidade e ao indice de maturidade dos RET (RMI), entre
os grupos talassémicos e controles, em qualquer faixa etdria. A contagem e a maturidade
dos reticuldcitos t€ém se mostrado muito uteis na avaliagdo da atividade eritropoiética,
principalmente quando determinadas através de metodologias automatizadas, que
aumentaram a precisao, a acuricia e a reprodutibilidade das andlises (BRUGNARA, 2000;

CHOI e PAI 2001; WILLIAMS et al., 2001).

Quanto aos niveis de sTfR, as medianas dos valores obtidos foram mais
elevadas, em todas as faixas etdrias, nos portadores de talassemia o, embora tenha havido

diferenca significativa somente nas faixas de 1-5 e superior a 20 anos. As dosagens de
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EPO sérica estiveram dentro dos valores de referéncia e ndo diferiram entre os grupos

talassémicos e controles, em qualquer faixa etéria.

Conclusdes: esses resultados, juntos, sdo compativeis com um discreto aumento
da atividade eritropoiética na medula eritréide, provavelmente como resposta
compensatdria a microcitose e a hipocromia caracteristicas das talassemias, tendo em vista
que os eritroblastos em divisdo, muito mais que os reticuldcitos, sdo os responsaveis pelos
niveis de sTfR (R’ZIK et al., 2001; BEGUIN, 2003). A maior diferenca observada se deu
no subgrupo de 1-5 anos, resultado também compativel com um aumento das necessidades

de ferro préprias da primeira infancia (LOPEZ et al., 2001; SUOMINEN et al., 2001).

A hipétese de que criangas o-talassémicas teriam algum grau de eritropoiese
ineficaz, com conseqiiente aumento do nimero e de formas imaturas de reticulécitos em
circulacdo no sangue periférico, que as tornariam, em areas endémicas de maldria, mais
susceptiveis a infeccdo pelo P. vivax, desenvolvendo assim resisténcia posterior a infeccao
pelo P. falciparum, nao pode ser aqui comprovada. Ao contrdrio, nosso estudo mostrou que
os niveis do sTfR estdo mais elevados na talassemia o*, particularmente em algumas faixas
etarias como na primeira infancia, mesmo em individuos que ndo estdo sujeitos a acdo da
maldria. Esse parametro, analisado isoladamente, ndo pode permitir conclusdo sobre a

existéncia de alteracdo da eritropoiese.

A prépria fisiopatologia da maléria pode estar associada a um aumento nos
niveis do sTfR, com anemia devido a hemdlise causada por ruptura de RBC durante a
liberacao de merozoitos, fagocitose esplénica, fagocitose aumentada de hemacias infectadas
e hemolise daquelas ndo infectadas, detectadas por alteracdes na superficie da membrana
ou por ligacdo com anticorpos, ou ainda, devido a reduzida producdo de eritrécitos
resultante da diseritropoiese, que levard a eritropoiese ineficaz (VERHOEF et al., 2001;
NAGEL, 2002). A malaria cronica, onde a atividade eritropoiética estard aumentada para
compensac¢do de hemolise cronica, pode inclusive ndo ser detectada se técnicas moleculares

nao forem empregadas (MOCKENHAUPT et al., 1999b).

Outros mecanismos podem estar levando a expressiva selecio positiva do alelo
o -talassémico e prote¢do contra a maldria falciparum em &reas endémicas, como o

prejudicado crescimento e desenvolvimento intraeritrocitico dos parasitas nas hemacias o.'-
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talassémicas (PATTANAPANYASAT et al. 1999), dado o seu menor teor de Hb, a prépria
microcitose (MOCKENHAUPT et al., 1999c) e a aumentada susceptibilidade desses
eritrocitos ao stress oxidativo e a oxidacdo da Hb (DESTRO-BISOL et al., 1999). Além
disso, fatores imunolégicos como a modificacdo da expressao de antigenos de superficie de
membrana das hemacias o-talass€micas (LUZZI et al., 1991; WILLIAMS et al., 2002), a
homologia entre proteinas de ligacdo do P. falciparum e do P. vivax (PvRBP) (TRIGLIA
et al., 2001; CANTOR et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2002; ESPINOSA et al., 2003;
OCAMPO et al., 2003), e a formacgdo prejudicada de rosetas em hemdcias microciticas
infectadas, fendmeno observado in vitro e que parece ser devido a defici€éncia de Receptor
1 do Complemento (CR1), proteina que controla a ativagdo do Complemento e o clearence
de imune-complexos, conferindo protecdo contra maldria grave pelo P. falciparum
(CARLSON et al.,, 1994; COCKBUM et al., 2004), podem estar contribuindo mais

efetivamente para o processo seletivo.

Somente estudos in vivo de cinética de ferro, com a utilizagdo de Fe radioativo,
e experimentos para avaliacdo da apoptose em culturas de células eritréides poderao
permitir uma investigacdo mais aprofundada da eritropoiese além daquela desenvolvida
aqui (MATHIAS et al., 2000; KEAN et al., 2002), embora andlises de estudos
ferrocinéticos em pacientes com Doenca de Hb H tenham demonstrado que a anemia, nessa
forma de talassemia o, que é a mais grave em individuos adultos, resulta majoritariamente
da hemdlise, havendo, contrariamente ao que ocorre nas talassemias 3, um grau minimo de

eritropoiese ineficaz (POOTRAKUL et al., 2000).
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Niveis dos Receptores soliiveis de Transferrina e Graus de

Maturidade dos Reticulécitos na Talassemia o

Objetivos

1- Anélise descritiva dos parametros para cada grupo e em cada faixa etdria.

2- Comparar os grupos Talass€micos e controles e as faixas de idade para todos

0s parametros.

Metodologia Estatistica

Utilizamos estatisticas descritivas para os parametros, por grupo e faixa etaria.

Para explicar a variabilidade dos parametros, em fun¢do dos fatores grupo e faixa
etdria utilizamos a Andlise de Variancia (ANOVA) com transformacido Rank,
devido a ndo existéncia de normalidade dos dados, para diminuir a assimetria e

variabilidade dos dados.

Através da significincia de cada fator com relacdo aos pardmetros, poderemos
dizer se existe diferenca entre os grupos ou entre as faixas. Quando o fator é
significativo realiza-se testes de comparagdo multipla (Teste de Tukey) para

identificar as diferencas.
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Tabela 1. Resultados da Analise de Variancia (RET % - Reticulocitos)

Fig 1. RET % médio dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 13880.77 13880.77 1.25 0.2643
Faixa Etdria 4 201948.54 50487.13 4.55 0.0014
Grupo*Faixa 4 8020.37 2005.09 0.18 0.9484
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 1.44 0.46 0.55 1.34 2.74
6-10 42 1.36 0.43 0.58 1.35 2.36
11-15 44 1.29 0.41 0.54 1.26 2.14
16-20 42 1.29 0.40 0.56 1.25 2.17
> 20 80 1.16 0.51 0.18 1.20 2.54
T 1-5 27 1.42 0.46 0.56 1.39 2.60
6-10 18 1.30 0.30 0.84 1.26 1.80
11-15 16 1.24 0.59 0.72 1.10 2.74
16-20 20 1.31 0.61 0.22 1.08 2.59
> 20 40 1.12 0.60 0.20 0.96 2.60
= Controle
25— ® Talassémico
2,0
® 1,5
—
w
[ang
1,0
0,54
1!5 6»‘10 11!15 16120 >I20
Idade

Difference Simultaneous
FAIXA Between 95% Confidence
Comparison Means Limits
1-5 - 6-10 17.13 -34.04 68.30
1-5 - 16-20 33.30 -17.43 84.03
1-5 - 11-15 41.23 -9.94 92.40
1-5 - > 20 63.12 19.27 106.97 *<x*
6-10 - 16-20 16.17 -36.15 68.48
6-10 - 11-15 24.10 -28.64 76.84
6-10 - > 20 45.99 0.31 91.67 **x
16-20 - 11-15 7.93 -44.38 60.25
16-20 - > 20 29.82 -15.36 75.01
11-15 - > 20 21.89 -23.79 67.57
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Tabela 2. Resultados da Analise de Variancia (RET # - Valores absolutos)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 4230.78 4230.78 0.37 0.5421
Faixa 4 122526.40 30631.60 2.70 0.0308
Grupo*Faixa 4 5389.47 1347.37 0.12 0.9759
Grupo Faixa N Média D.P Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 0.0673 0.0227 0.0282 0.0644 0.1388
6-10 42 0.0640 0.0213 0.0259 0.0629 0.1111
11-15 44 0.0597 0.0185 0.0247 0.0589 0.1030
16-20 42 0.0618 0.0191 0.0262 0.0594 0.1027
> 20 80 0.0566 0.0246 0.0091 0.0592 0.1223
T 1-5 27 0.0671 0.0194 0.0286 0.0628 0.1095
6-10 18 0.0677 0.0181 0.0389 0.0641 0.1103
11-15 16 0.0638 0.0275 0.0389 0.0593 0.1347
16-20 20 0.0672 0.0300 0.0119 0.0583 0.1233
> 20 40 0.0589 0.0301 0.0108 0.0548 0.1286
= Controle
0,15+ ® Talassémico
0,104

0,05

RET # (milhdes/mm3)

0,00 T T T T T
1-5 6-10 11-15 16-20 >20

Idade

Fig 2. RET # médio dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.
Difference Simultaneous
FAIXA Between 95% Confidence
Comparison Means Limits
1-5 - 6-10 8.10 -43.67 59.87
1-5 - 16-20 21.07 -30.25 72.40
1-5 - 11-15 34.89 -16.88 86.66
1-5 - > 20 46.49 2.13 90.86  *x*
6-10 - 16-20 12.98 -39.95 65.90
6-10 - 11-15 26.79 -26.57 80.15
6-10 - > 20 38.40 -7.82 84.61
16-20 - 11-15 13.82 -39.11 66.75
16-20 - > 20 25.42 -20.29 71.13
11-15 - > 20 11.60 -34.61 57.82
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Tabela 3. Resultados da Andalise de Variancia (CRC% -RET corrigido pelo

hematocrito)
Fonte de Variacdo gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 39363.14 39363.14 3.43 0.0650
Faixa 4 38422.15 9605.53 0.84 0.5029
Grupo*Faixa 4 2879.68 719.92 0.06 0.9927
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 1.27 0.43 0.54 1.19 2.65
6-10 42 1.27 0.44 0.50 1.27 2.27
11-15 44 1.23 0.40 0.49 1.21 2.22
16-20 42 1.28 0.41 0.56 1.23 2.22
> 20 80 1.19 0.51 0.19 1.24 2.43
T 1-5 27 1.15 0.38 0.44 1.05 1.92
6-10 18 1.19 0.34 0.68 1.16 2.01
11-15 16 1.17 0.53 0.66 1.03 2.53
16-20 20 1.27 0.59 0.21 1.08 2.46
> 20 40 1.10 0.56 0.19 0.99 2.43
3.0+ = Controle
® Talassémico
2,54
2,04
®
o 1,5
o0
o
1,0
0,54
0,0 T T T T T 1
1-5 6-10 11-15 16-20 >20
Idade

Fig 3. CRC % médio dos grupos, por faixa etaria
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Tabela 4. Resultados da Analise de Variancia (Ret Low —baixa fluorescéncia, alta

maturidade)
Fonte de Variacdo gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 111 Médio
Grupo 1 14712.07 14712.07 1.28 0.2579
Faixa 4 63967.25 15991.81 1.40 0.2348
Grupo*Faixa 4 16115.02 4028.75 0.35 0.8428
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
o 1-5 41 89.18 5.14 77.30 90.30 95.80
6-10 42 89.75 5.07 77.90 90.20 97.40
11-15 44 91.00 5.30 77.50 91.95 99.00
16-20 42 90.01 5.88 74.60 91.50 99.10
> 20 80 89.61 7.01 73.90 89.10 100.00
T 1-5 27 89.10 6.34 75.10 89.70 97.80
6-10 18 90.82 3.92 84.40 91.00 95.90
11-15 16 91.73 5.26 79.40 92.85 99.20
16-20 20 89.84 6.50 74.90 90.65 100.00
> 20 40 91.55 6.34 73.80 92.95 100.00
= Controle
100 ® Talassémico
95 [ T
& !
% 904 Bl
pr [
[
w
o
85 T
80 T T T T T 1
15 6-10 11-15 16-20 >20
Idade

Fig 4. RET LOW % médio dos grupos, por faixa etaria
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Tabela 5. Resultados da Analise de Variancia (Ret Medium — média fluorescéncia e

maturidade)
Fonte de Variacdo gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo III Médio
Grupo 1 17236.20 17236.20 1.51 0.2196
Faixa 4 80666.53 20166.63 1.77 0.1344
Grupo*Faixa 4 16171.36 4042.84 0.35 0.8407
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
o 1-5 41 8.90 3.88 3.74 8.21 17.70
6-10 42 8.08 3.75 1.75 8.12 16.80
11-15 44 7.12 3.75 0.75 6.67 16.40
16-20 42 7.76 4.30 0.88 7.50 17.60
> 20 80 7.91 5.37 0.00 8.70 18.40
T 1-5 27 8.46 4.67 1.12 8.58 17.50
6-10 18 7.47 3.07 3.33 6.54 12.80
11-15 16 6.75 4.50 0.79 5.70 18.80
16-20 20 7.97 4.78 0.00 7.96 19.50
> 20 40 6.50 5.08 0.00 5.01 17.8

RET MEDIUM %

T T T T
1-5 610 11-15 16-20 >20
Idade

Fig 5. RET MEDIUM % médio dos grupos, por faixa etaria
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Tabela 6. Resultados da Analise de Variancia (Ret HIGH - alta fluorescéncia, baixa

maturidade)
Fonte de Variacdo gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 7523.52 7523.52 0.65 0.4192
Faixa 4 31741.29 7935.32 0.69 0.5993
Grupo*Faixa 4 16675.71 4168.92 0.36 0.8353
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
C 1-5 41 1.92 1.43 0.00 1.46 5.99
6-10 42 2.18 1.84 0.00 1.79 6.80
11-15 44 1.88 2.16 0.00 1.13 10.10
16-20 42 2.22 1.86 0.00 1.91 8.25
> 20 80 2.49 2.26 0.00 2.06 8.79
T 1-5 27 2.43 2.48 0.00 2.06 9.96
6-10 18 1.70 1.45 0.00 1.45 5.93
11-15 16 1.53 1.20 0.00 1.56 3.29
16-20 20 2.19 2.05 0.00 1.50 7.10
> 20 40 1.88 1.74 0.00 1.39 8.42
= Controle
6,0 ® Talassémico
45 T T
. 1 1
T 307 €
o q
I
— " s
L 1,5
[ang
1—‘5 6—‘10 11!15 16!20 >I20 '
Idade

Fig 6. RET HIGH % médio dos grupos, por faixa etaria
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Tabela 7. Resultados da Analise de Variancia (MFI % - Mean Fluorescence Index)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 8529.38 8529.38 0.75 0.3884
Faixa 4 78800.99 19700.24 1.72 0.1443
Grupo*Faixa 4 21161.61 5290.40 0.46 0.7632
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 12.61 3.25 6.13 12.50 19.70
6-10 42 11.96 3.42 6.47 12.00 19.20
11-15 44 11.42 3.70 4.81 10.75 20.90
16-20 42 11.86 3.84 4.67 12.55 21.20
> 20 80 12.18 4.39 2.97 12.50 22.80
T 1-5 27 12.85 3.69 6.73 12.00 21.50
6-10 18 11.54 2.28 8.04 11.35 16.30
11-15 16 10.73 3.45 5.94 9.43 17.60
16-20 20 12.12 4.30 4.33 11.40 21.30
> 20 40 11.14 4.46 4.74 9.76 23.40
= Controle
20 - e Talassémico
184
16 ] T
144
®
% 124 1
104
8 4 1
6 T T T T - 1
1-5 6-10 11-15 16-20 >20
Idade

Fig 7. MFI % médio dos grupos, por faixa etaria
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Tabela 8. Resultados da Analise de Varidncia (VRM - Volume RET Médio)

Idade

Fig 8. VRM médio dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - a =0.05

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 1306252.78 1306252.78 230.13 0.0001
Faixa 4 499216.30 124804.07 21.99 0.0001
Grupo*Faixa 4 39847.93 9961.98 1.76 0.1374
Grupo Faixa N Média D.P Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 93.20 6.34 77.00 94.00 110.00
6-10 42 95.90 6.46 83.00 95.00 108.00
11-15 44 99.02 5.16 88.00 99.50 110.00
16-20 42 101.93 5.03 90.00 101.50 111.00
> 20 80 101.63 6.13 82.00 102.00 117.00
T 1-5 27 83.56 8.10 71.00 82.00 102.00
6-10 18 85.17 3.03 80.00 86.00 89.00
11-15 16 88.56 3.78 80.00 90.00 94.00
16-20 20 92.10 7.77 72.00 94.00 104.00
> 20 40 90.48 4.88 82.00 90.00 103.00
= Controle
120~ e Talassémico
1104
100 I }
s
L 90 E E
80
70 T T T T T
1-5 6-10 11-15 16-20 >20
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Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.
Difference
FAIXA Between Simultaneous 95%

Comparison Means Confidence Limits
16-20 > 20 16.823 -15.483 49.130
16-20 11-15 37.461 0.054 74.868 Fxx
16-20 6-10 84.786 47.379 122.193 **x*
16-20 1-5 116.427 80.156 152.699 **x*
> 20 11-15 20.637 -12.022 53.297
> 20 6-10 67.962 35.303 100.622  **x*
> 20 1-5 99.604 68.251 130.957 *x*
11-15 6-10 47.325 9.613 85.037 x*x*
11-15 1-5 78.967 42.380 115.553 **xx*
6-10 1-5 31.642 -4.945 68.228
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Tabela 9. Resultados da Analise de Variincia (sTfR - Receptor solivel de

transferrina)
Fonte de Variacdo gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 111 Médio
Grupo 1 141051.30 141051.30 15.20 0.0001
Faixa 4 631728.24 157932.06 17.01 0.0001
Grupo*Faixa 4 8691.35 2172.83 0.23 0.9191
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
C 1-5 41 1.90 0.43 1.10 1.80 2.80
6-10 42 1.69 0.40 0.94 1.68 2.48
11-15 44 1.47 0.43 0.74 1.43 2.45
16-20 42 1.42 0.38 0.83 1.36 2.36
> 20 80 1.42 0.39 0.70 1.35 2.66
T 1-5 27 2.32 0.70 1.40 2.23 4.55
6-10 18 1.80 0.52 0.68 1.79 2.84
11-15 16 1.69 0.37 1.05 1.68 2.41
16-20 20 1.80 0.84 0.90 1.57 3.75
> 20 40 1.62 0.52 0.96 1.51 2.98
= Controle
3,5 ® Talassémico
3,0
2,54
5
é 2,0
[any
=
(2 1,54
1,04
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1-5 6-10 11-15 16-20 >20
Idade

Fig 9. STFR médio dos grupos, por faixa etaria
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Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated

by * kK
Difference
FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
1-5 - 6-10 54.03 7.24 100.81  *xx*
1-5 - 11-15 100.44 53.66 147.23 **x*
1-5 - 16-20 112.20 65.81 158.58  **x*
1-5 - > 20 116.02 75.93 156.11 ***
6-10 - 11-15 46.42 -1.81 94.64
6-10 - 16-20 58.17 10.33 106.00 ***
6-10 - > 20 61.99 20.23 103.76 **x*
11-15 - 16-20 11.75 -36.08 59.59
11-15 - > 20 15.57 -26.19 57.34
16-20 - > 20 3.82 -37.49 45.14
Comparacao dos grupos fixando faixa
Faixa Etaria C x T (p-valor)
1-5 0.0082
6-10 0.3882
11-15 0.0691
16-20 0.0966
>20 0.0436
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Tabela 10. Resultados da Analise de Variancia (RMI —RET Maturity Index)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 15381.77 15381.77 1.34 0.2471
Faixa 4 65094.80 16273.70 1.42 0.2262
Grupo*Faixa 4 17409.06 4352.26 0.38 0.8228
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 12.51 6.73 4.43 10.78 29.35
6-10 42 11.79 6.50 2.70 10.86 28.38
11-15 44 10.27 6.71 0.97 8.74 28.90
16-20 42 11.58 7.67 0.89 9.28 33.98
> 20 80 12.30 9.00 0.00 12.25 35.36
T 1-5 27 12.79 8.39 2.21 11.48 33.10
6-10 18 10.29 4.84 4.24 9.86 18.45
11-15 16 9.38 6.59 0.80 7.67 26.05
16-20 20 11.89 8.56 0.00 10.31 33.58
> 20 40 9.71 8.26 0.00 7.58 35.53
= Controle
30 ® Talassémico
25
20 T
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[an
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0 T T T T - 1
1-5 6-10 11-15 16-20 > 20
Idade

Fig 10. RMI médio dos grupos, por faixa etaria
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Tabela 11. Resultados da Analise de Variancia (RBC - Hemacias)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 635166.55 635166.55 69.53 0.0001
Faixa 4 183516.85 45879.21 5.02 0.0006
Grupo*Faixa 4 19753.08 4938.27 0.54 0.7060
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 4.64 0.38 3.38 4.60 5.29
6-10 42 4.69 0.36 4.07 4.60 5.47
11-15 44 4.64 0.32 3.79 4.62 5.33
16-20 42 4.76 0.38 4.11 4.72 5.79
> 20 80 4.82 0.40 4.03 4.82 5.85
T 1-5 27 4.92 0.49 3.59 4.97 5.79
6-10 18 5.00 0.32 4.48 4.95 5.65
11-15 16 5.05 0.43 4.35 5.02 6.14
16-20 20 5.16 0.51 4.13 5.26 5.88
> 20 40 5.34 0.44 4.67 5.29 6.17
= Controle
6,0 ® Talassémico
5,54
g !
g - T
3
g 5,04 |
=
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% 4,54 1
4v0 T T T T T 1
1-5 6-10 11-15 16-20 >20
Idade

Fig 11. RBC médio dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.
Difference

FAIXA Between Simultaneous 95%

Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 16-20 23.26 -17.73 64.24

> 20 - 6-10 45.59 4.16 87.02 x**

> 20 - 1-5 46.69 6.92 86.47 x*x*

> 20 - 11-15 53.80 12.37 95.24  Hx*
16-20 - 6-10 22.33 -25.12 69.78
16-20 - 1-5 23.43 -22.58 69.45
16-20 - 11-15 30.55 -16.91 78.00
6-10 - 1-5 1.10 -45.31 47.52
6-10 - 11-15 8.22 -39.62 56.06
1-5 - 11-15 7.11 -39.30 53.53
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Tabela 12. Resultados da Analise de Variancia (HGB - Hemoglobina)

Fig 12. HGB médio dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - o =0.05

FAIXA
Comparison
> 20 - 16-20
> 20 - 11-15
> 20 - 6-10
> 20 - 1-5
16-20 - 11-15
16-20 - 6-10
16-20 - 1-5
11-15 - 6-10
11-15 - 1-5
6-10 - 1-5

Difference

Between

Means
24.12
52.99
91.67
144.94
28.87
67.55
120.82
38.68
91.95
53.27

Simultaneous 95%

Confidence Limits
-14.33 62.57
14.12 91.86 *xx*
52.80 130.54 **x
107.62 182.26  **x*
-15.66 73.39
23.03 112.07 **x*
77.65 163.99 *xx*
-6.20 83.57
48.41 135.50 **x

* Kk

9.72 96.81

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 184900.50 184900.50 22.99 0.0001
Faixa 4 874392.67 218598.02 27.19 0.0001
Grupo*Faixa 4 25721.67 6430.41 0.80 0.5260
Grupo Faixa N Média D.P Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 12.75 1.00 11.00 12.70 15.10
6-10 42 13.30 0.93 12.00 13.25 15.50
11-15 44 13.63 0.92 12.00 13.50 15.50
16-20 42 14.10 1.06 12.20 13.95 17.00
> 20 80 14.52 1.08 12.50 14.45 16.80
T 1-5 27 12.08 1.05 11.00 11.60 14.80
6-10 18 12.89 0.82 12.00 12.80 14.50
11-15 16 13.40 1.05 12.00 13.20 15.90
16-20 20 13.50 0.97 12.00 13.35 16.30
> 20 40 13.70 1.22 12.00 13.25 16.80
= Controle
16 ® Talassémico
15
14
3
2 13
m
o
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10 T T T T T 1
1-5 6-10 11-15 16-20 >20
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Tabela 13. Resultados da Analise de Variancia (HCT - Hematocrito)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 7429.40 7429.40 0.92 0.3376
Faixa 4 1101926.75 275481.68 34.19 0.0001
Grupo*Faixa 4 22152.01 5538.00 0.69 0.6011
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
C 1-5 41 37.62 2.99 31.80 37.80 43.60
6-10 42 39.07 2.73 33.90 38.70 45.10
11-15 44 40.55 2.49 35.70 40.45 46.10
16-20 42 41.84 2.95 36.40 42.00 47.90
> 20 80 43.01 2.88 37.20 42.75 49.60
T 1-5 27 37.23 3.21 32.20 36.90 47.20
6-10 18 39.38 2.50 35.60 39.55 43.30
11-15 16 40.76 3.28 34.60 40.90 48.90
16-20 20 41.23 3.19 36.20 40.60 51.50
> 20 40 42.35 3.66 36.70 41.40 50.70
= Controle
60 e Talassémico
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Fig 13. HCT médio dos grupos, por faixa etaria
Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.
Difference

FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 16-20 31.37 -7.12 69.86
> 20 - 11-15 62.38 23.46 101.29 **x*
> 20 - 6-10 110.43 71.51 149.34 **x
> 20 - 1-5 157.59 120.24 194.95 F**x
16-20 - 11-15 31.00 -13.56 75.57
16-20 - 6-10 79.05 34.49 123.62 **x*
16-20 - 1-5 126.22 83.01 169.44 **x
11-15 - 6-10 48.05 3.12 92.98 Hx*
11-15 - 1-5 95.22 51.63 138.81 **x*
6-10 - 1-5 47.17 3.58 90.76  Kx*
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Tabela 14. Resultados da Analise de Variancia (VCM — Volume corpuscular médio)
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Fig 14. VCM médio dos grupos, por faixa etaria

Comparacao dos grupos fixando a faixa

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 1081974.03 1081974.03 214.32 0.0001
Faixa 4 477745.48 119436.37 23.66 0.0001
Grupo*Faixa 4 206990.39 51747.59 10.25 0.0001
Grupo Faixa N Média D.P Minimo Mediana Maximo
C 1-5 41 80.98 4.19 69.60 80.60 90.70
6-10 42 83.44 3.71 77.30 83.00 91.30
11-15 44 87.44 3.78 80.60 87.15 97.00
16-20 42 87.96 3.92 81.00 87.95 96.60
> 20 80 89.44 3.54 81.60 89.30 97.00
T 1-5 27 76.10 6.33 66.00 74.30 92.80
6-10 18 78.89 3.48 72.70 79.90 84.50
11-15 16 80.86 4.06 71.30 80.70 89.80
16-20 20 80.34 5.53 70.00 80.00 94.70
> 20 40 79.22 3.56 74.00 79.00 86.00
= Controle
100 ® Talassémico

Faixa Etaria Controle x Talassémico
p-valor

1-5 0.0039
6-10 0.0002
11-15 0.0001
16-20 0.0001

> 20 0.0001
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Comparacio das faixas, fixando Grupo — (Controle)

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 16-20 27.39 -8.44 63.21
> 20 - 11-15 34.97 -0.31 70.25
> 20 - 6-10 113.99 78.17 149.81 **x*
> 20 - 1-5 158.54 122.43 194.64 *xx*
16-20 - 11-15 7.58 -32.97 48.14
16-20 - 6-10 86.61 45.58 127.63 **x
16-20 - 1-5 131.15 89.88 172.42 **x*
11-15 - 6-10 79.02 38.47 119.58 *xx*
11-15 - 1-5 123.57 82.76 164.37 **x*
6-10 - 1-5 44 .54 3.27 85.81 x**

Comparacio das faixas, fixando Grupo - (Talassémico)

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference

FAIXA Between Simultaneous 95%

Comparison Means Confidence Limits
11-15 - 16-20 8.56 -62.39 79.50
11-15 - > 20 29.02 -33.55 91.59
11-15 - 6-10 33.25 -39.42 105.93
11-15 - 1-5 58.50 -8.23 125.24
16-20 - > 20 20.46 -37.46 78.39
16-20 - 6-10 24.70 -44.02 93.42
16-20 - 1-5 49.95 -12.45 112.35
> 20 - 6-10 4.23 -55.80 64.27
> 20 - 1-5 29.48 -23.20 82.17
6-10 - 1-5 25.25 -39.11 89.61
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Tabela 15. Resultados da Analise de Variancia (HCM - HGB corpuscular média)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados Quadrado F p-valor
Tipo 11 Médio
Grupo 1 1561697.18 1561697.18 364.01 0.0001
Faixa 4 307291.01 76822.75 17.91 0.0001
Grupo*Faixa 4 173803.75 43450.93 10.13 0.0001
Grupo Faixa N Média D.P Minimo Mediana Maximo
C 1-5 41 27.43 1.57 22.50 27.30 30.80
6-10 42 28.41 1.44 26.30 28.10 31.60
11-15 44 29.38 1.37 26.90 29.25 32.20
16-20 42 29.64 1.31 27.10 29.75 32.50
> 20 80 30.18 1.27 26.90 30.30 32.80
T 1-5 27 24.70 2.32 20.80 24.20 30.60
6-10 18 25.81 1.14 23.90 25.55 27.40
11-15 16 26.56 1.07 24.50 26.75 28.40
16-20 20 26.28 1.94 21.60 26.25 29.80
> 20 40 25.66 1.32 23.00 25.50 28.60
Controle
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Fig 15. HCM médio dos grupos, por faixa etaria

Comparacio dos grupos fixando a faixa

Faixa Etaria Controle x Talassémico
p-valor

1-5 0.0001
6-10 0.0001
11-15 0.0001
16-20 0.0001

> 20 0.0001
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Comparacio das faixas, fixando Grupo — (Controle)

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 16-20 26.86 -8.51 62.24
> 20 - 11-15 40.09 5.24 74.93 xx%
> 20 - 6-10 89.92 54.55 125.30 **x*
> 20 - 1-5 136.65 101.00 172.31 **x*
16-20 - 11-15 13.22 -26.83 53.27
16-20 - 6-10 63.06 22.55 103.57 **x
16-20 - 1-5 109.79 69.03 150.55  **x
11-15 - 6-10 49.84 9.79 89.89 xxx*
11-15 - 1-5 96.57 56.27 136.86 **x*
6-10 - 1-5 46.73 5.97 87.49 xx%

Comparacio das faixas, fixando Grupo - (Talassémico)

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference

FAIXA Between Simultaneous 95%

Comparison Means Confidence Limits
11-15 - 16-20 0.96 -55.70 57.62
11-15 - 6-10 28.70 -29.34 86.74
11-15 - > 20 31.34 -18.63 81.31
11-15 - 1-5 45.85 -7.45 99.14
16-20 - 6-10 27.74 -27.14 82.62
16-20 - > 20 30.39 -15.87 76.65
16-20 - 1-5 44.89 -4.95 94.73
6-10 - > 20 2.65 -45.30 50.59
6-10 - 1-5 17.15 -34.25 68.55
> 20 - 1-5 14.50 -27.57 56.58
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Tabela 16. Resultados da Analise de Variancia (RDW - Indice de anisocitose eritrocitaria)

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 111 Médio
Grupo 1 366790.54 366790.54 43.20 0.0001
Faixa 4 560592.63 140148.15 16.51 0.0001
Grupo*Faixa 4 118383.22 29595.80 3.49 0.0083
Grupo Faixa N Média D.P Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 14.01 1.14 12.00 14.00 17.30
6-10 42 13.58 1.10 12.10 13.35 16.60
11-15 44 13.51 1.07 11.40 13.30 15.90
16-20 42 13.80 0.88 12.70 13.65 15.70
> 20 80 14.21 1.23 11.90 13.90 17.70
T 1-5 27 16.03 3.13 13.00 15.00 27.40
6-10 18 13.76 0.71 12.50 13.80 14.80
11-15 16 14.05 1.38 12.60 13.85 17.10
16-20 20 15.13 2.72 13.10 14.60 26.00
> 20 40 16.19 1.51 13.40 16.10 20.90
= Controle
20 ® Talassémico
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Fig 16. RDW médio dos grupos, por faixa etaria

Comparaciao dos grupos fixando a faixa

Faixa Etaria

Controle x Talassémico

p-valor
1-5 0.0005
6-10 0.4095
11-15 0.1829
16-20 0.0012
> 20 0.0001
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Comparacio das faixas, fixando Grupo — (Controle)

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 1-5 12.07 -39.50 63.64
> 20 - 16-20 31.82 -19.34 82.98
> 20 - 6-10 51.87 0.71 103.03 **x*
> 20 - 11-15 58.92 8.53 109.32 **x*
1-5 - 16-20 19.75 -39.20 78.70
1-5 - 6-10 39.80 -19.15 98.74
1-5 - 11-15 46.85 -11.43 105.14
16-20 - 6-10 20.05 -38.54 78.64
16-20 - 11-15 27.10 -30.82 85.02
6-10 - 11-15 7.06 -50.86 64.98

Comparacio das faixas, fixando Grupo — (Talassémico)

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference

FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 1-5 50.71 -3.96 105.37
> 20 - 16-20 79.49 19.38 139.60 *x*x*
> 20 - 11-15 145.45 80.53 210.37 Fx*
> 20 - 6-10 155.57 93.27 217.86  Fx*
1-5 - 16-20 28.78 -35.97 93.53
1-5 - 11-15 94.74 25.50 163.99 **x
1-5 - 6-10 104.86 38.07 171.65 **x*
16-20 - 11-15 65.96 -7.65 139.58
16-20 - 6-10 76.08 4.77 147.39 **x*
11-15 - 6-10 10.12 -65.29 85.53
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Tabela 17. Resultados da Analise de Variancia (Ferritina)

Fig 17. Ferritina média dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - o =0.05

Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***.

Difference
FAIXA Between Simultaneous 95%
Comparison Means Confidence Limits
> 20 - 11-15 76.96 35.23 118.70  **x
> 20 - 16-20 82.59 41.31 123.88 **x
> 20 - 6-10 112.92 71.18 154.66 **x*
> 20 - 1-5 116.52 76.45 156.58 **x*
11-15 - 16-20 5.63 -42.17 53.44
11-15 - 6-10 35.96 -12.24 84.15
11-15 - 1-5 39.55 -7.20 86.31
16-20 - 6-10 30.33 -17.48 78.13
16-20 - 1-5 33.92 -12.43 80.28
6-10 - 1-5 3.60 -43.16 50.35

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 111 Médio
Grupo 1 269.98 269.98 0.03 0.8646
Faixa 4 715632.94 178908.23 19.30 0.0001
Grupo*Faixa 4 29744.45 7436.11 0.80 0.5244
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 39.43 21.10 10.90 37.00 105.00
6-10 42 42.39 28.84 12.20 29.85 126.00
11-15 44 54.24 37.52 12.50 48.55 255.00
16-20 42 59.55 58.19 11.80 33.95 261.00
> 20 80 116.70 80.95 10.00 102.00 334.00
T 1-5 27 39.16 22.63 10.00 35.30 94.40
6-10 18 43.12 26.29 18.10 28.20 100.00
11-15 16 42.84 18.35 10.70 44.55 71.60
16-20 20 64.07 44.47 10.70 51.80 164.00
> 20 40 101.37 80.01 10.00 89.75 351.00
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Tabela 18. Resultados da Analise de Variancia (EPO - eritropoietina)

Fig 18. EPO médio dos grupos, por faixa etaria

Teste de Tukey - o =0.078

Comparisons significant at the 0.078 level are indicated by ***

Fonte de Variagao gl Soma de Quadrados | Quadrado F p-valor
Tipo 111 Médio
Grupo 1 3091.48 3091.48 0.32 0.5711
Faixa 4 95835.65 23958.91 2.49 0.0430
Grupo*Faixa 4 47010.74 11752.68 1.22 0.3011
Grupo Faixa N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
c 1-5 41 10.15 5.20 4.00 9.20 29.20
6-10 31 10.23 5.27 4.60 9.40 31.10
11-15 28 8.15 3.89 3.10 7.45 18.60
16-20 42 7.81 3.04 2.20 7.50 15.00
> 20 80 10.56 6.18 2.80 9.20 33.10
T 1-5 27 11.16 5.43 3.70 10.30 29.90
6-10 18 8.79 5.91 4.00 7.40 29.60
11-15 16 10.04 6.70 5.00 7.80 31.20
16-20 20 9.85 6.61 4.50 8.05 32.90
> 20 40 10.85 6.28 2.60 9.50 27.70
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Difference

FAIXA Between Simultaneous 95%

Comparison Means Confidence Limits
1-5 - > 20 8.55 -29.72 46.83
1-5 - 6-10 23.45 -23.81 70.70

1-5 - 16-20 44 .32 0.04 88.60 ***
1-5 - 11-15 45.51 -3.28 94.30
> 20 - 6-10 14.89 -27.86 57.65
> 20 - 16-20 35.717 -3.68 75.21
> 20 - 11-15 36.96 -7.49 81.40
6-10 - 16-20 20.87 -27.33 69.08
6-10 - 11-15 22.06 -30.31 74.44
16-20 - 11-15 1.19 -48.52 50.90
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