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RESUMO
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AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO ATRAVES DA
DETERMINAGAO DE PRODUTOS DA OXIDAGAO AVANGADA DE
PROTEINAS (AOPP) EM PACIENTES COM ANEMIA MICROCITICA E
HIPOCROMICA

Autora: Karina Danieli
Orientador: José Edson Paz da Silva
Data e Local de defesa: Santa Maria, 31 de agosto de 2011.

A etiologia das anemias caracteriza-se pela sintese anormal de hemoglobina. A
deficiéncia de ferro é caracterizada por eritrocitos microciticos e hipocrémicos e por
ferritina sérica baixa, sendo a caréncia nutricional mais prevalente em todo o mundo,
responsavel pela Anemia Ferropriva (AF). A Anemia de Doenga Crbnica (ADC) é
considerada uma sindrome clinica, associada a inflamacgao crénica, doenga infecciosa,
traumatica ou neoplasica, sendo a segunda causa mais freqiiente de anemia. Ambas
apresentam deficiéncia funcional de ferro. O objetivo deste trabalho foi avaliar
parametros hematologicos e inflamatdrios, bem como a presenca de estresse
oxidativo em pacientes com anemia. A analise hematoldgica foi feita através do
hemograma, processado em analisador hematolégico automatizado, Sysmex®
(Automated Hematology Analyzer). O doseamento quantitativo da ferritina no soro foi
feito em analisador IMMULITE. A dosagem de Proteina C-Reativa (PCR) e de
Produtos da Oxidacao Avancada de Proteinas (AOPP) foram realizadas no soro
através do sistema automatizado Cobas MIRA® (Roche Diagnostics). A analise
estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism 5. Foram analisados 70
pacientes portadores de anemia microcitica e hipocrédmica. Destes, 29 (41,43%) foram
diagnosticados como anemia ferropriva e 41 (58,57%) com anemia de doenga crénica.
Como grupo controle, foram utilizadas amostras de 44 individuos com parédmetros
hematolégicos, niveis de ferritina, PCR e AOPP dentro da normalidade. Os valores de
VCM, HCM e CHCM foram significativamente menores na anemia ferropriva. Os niveis
de ferritina revelaram que ela pode ser considerada tanto uma medida das reservas de
ferro quanto um marcador inflamatério. Na ADC ha aumento da producéo de citocinas
inflamatérias, que, por sua vez, aumenta também a concentracdo de PCR. Os
resultados do AOPP indicam que ambos 0s grupos com anemia apresentaram niveis
aumentados deste marcador, o que indica a presenca de estresse oxidativo,
provavelmente causado por aumento na producido de radicais livres e declinio das
atividades das enzimas do sistema de defesa antioxidante dos eritrocitos.

Palavras-chave: anemia ferropriva, anemia de doenga cronica, ferritina, proteina C
reativa(PCR), produtos de oxidagdo avancada de proteinas (AOPP).
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The etiology of anemia is characterized by abnormal hemoglobin synthesis. Iron
deficiency is characterized by microcytic and hipochromic red cells and low serum
ferritin, being the most prevalent nutritional deficiency worldwide, responsible for iron
deficiency anemia (FA). Anemia of chronic disease (ACD) is considered a clinical
syndrome associated with chronic inflammation, infectious disease, neoplastic or
traumatic, being the second most frequent cause of anemia. The severity of anemia
correlates with the degree of pathology. Both have functional iron deficiency. The
objective of this study was to evaluate hematological and inflammatory, as well as the
presence of oxidative stress in patients with anemia. The blood analyzer was done by
the CBC, automated hematology analyzer processed, Sysmex® (Automated
Hematology Analyzer). The quantitative determination of ferritin is serum was done in
IMMULITE analyzer. Levels of CRP and AOPP were performed in serum by automated
Cobas MIRA® (Roche Diagnostics). Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism 5. We analyzed 70 patients with microcytic and hypochromic anemia.
Of these, 29 (41.43%) were diagnosed as iron deficiency anemia and 41 (58.57%) with
anemia of chronic disease. As a control group, we used samples from 44 patients with
hematological parameters, serum ferritin, CRP and AOPP normal. The values of MCV,
MCH and MCHC significantly lower in iron deficiency anemia. Ferritin levels showed
that it can be considered both a measure of iron store as an inflammatory marker. In
ACD there is increased production of inflammatory cytokines, which, in turn, increases
the concentration of C-reactive protein (CRP). The results indicate that AOPP in both
groups with anemia showed increased levels of this marker, which indicates the
presence of oxidative stress, probably caused by increased production of free radicals
and decreases in enzyme activities of the antioxidant defense system of erythrocytes.

Keywords: iron deficiency anemia, anemia of chronic disease, ferritin, C-reactive
protein (CRP), advanced oxidation protein products (AOPP).
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Introducao

A etiologia das anemias caracteriza-se pela sintese anormal de
hemoglobina (CARVALHO; BARACAT; SGARBIERI, 2006). Essa redugao da
concentragdo de hemoglobina sanguinea compromete o transporte de oxigénio
(O2) para os tecidos, resultando em sinais e sintomas como alteragdes da pele
e das mucosas (palidez, glossite), alteragcdes gastrintestinais (estomatite,
disfagia), fadiga, fraqueza, palpitacdo, reducdo da fungdo cognitiva, do
crescimento e do desenvolvimento psicomotor, além de afetar a
termorregulagéo e imunidade (OSORIO, 2002).

A anemia é uma anomalia caracterizada laboratorialmente pela
diminuicdo de hemacias circulantes, da concentracdo da hemoglobina (Hb) e
do hematdcrito. Sob aspectos fisiologicos, anemia significa hipoxia, ou seja,
reducdo na capacidade de transporte e trocas de O, e gas carbdnico (CO3) no
sangue (BACCIN, 2008).

A quantidade de Hb dos eritrocitos € determinada por acgdes
coordenadas entre as sinteses adequadas do heme e das cadeias de globina,
associadas a disponibilidade do ferro. Se houver alguma alteragdo nesse
processo, o resultado pode ser uma anemia microcitica e hipocrdmica, que tem
como principais diagnosticos: anemias ferroprivas, talassemias menor (a e B),
anemias de doengas crbnicas e intoxicagdo por metais pesados (chumbo e
cadmio). Estas anemias, de maneira direta ou indireta, comprometem a
disponibilidade do ferro (NASCIMENTO, 2010).

No grupo das anemias caracterizadas por apresentar disturbios do
metabolismo de ferro, podemos classificar a anemia ferropriva (AF) e a anemia
de doenga crbénica (ADC) como sendo as mais comuns (CARVALHO;
BARACAT; SGARBIERI, 2006).

Devido ao seu papel no transporte de O, e CO,, os eritrécitos estao
continuamente expostos ao estresse oxidativo (BACCIN, 2008). O AOPP
(Produtos da Oxidagdo Avancada de Proteinas) € considerado um marcador
fidedigno para estimar o grau de dano protéico mediado por oxidagao (BRAGA,

2004). O seu aumento tem sido associado a numerosas condi¢des patoldgicas,
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Introducao

sendo considerado um marcador precoce e fator de prognéstico (KRZYSTEK -
KORPACKA, 2008).

A analise hematologica, inflamatoria e os disturbios do ferro corporal sdo
parametros importantes na diferenciagdo entre essas anemias. Quanto ao
estresse oxidativo, a literatura oferece dados limitados sobre sua presenca na
anemia, tornando-se necessarias mais investigagdes, na busca do

esclarecimento desse assunto.
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Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a determinagdo dos parametros
hematoldgicos, inflamatérios e dos estoques de ferro corporal, e a avaliagdo da
presenca de estresse oxidativo, em pacientes com anemia microcitica e

hipocrémica.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar os perfis hematologicos e suas diferencas entre os tipos de

anemia;

- Avaliar as reservas de ferro, através dos niveis séricos de ferritina, nos

diferentes tipos de anemia;

- Verificar a presenga de processo inflamatorio, pela dosagem de proteina C
reativa (PCR);

- Avaliar o dano oxidativo protéico na anemia microcitica e hipocrémica, através

da dosagem de Produtos da Oxidacado Avangada de Proteinas (AOPP).
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Revisao Bibliogréfica

3.1 Anemia Ferropriva:

Nas anemias por caréncia nutricional, a concentracdo de hemoglobina
no sangue esta anormalmente baixa, em consequéncia da falta de um ou mais
nutrientes essenciais. Dentre os varios nutrientes, como folatos, proteinas,
vitamina B12 e cobre, que contribuem para a ocorréncia de anemias carenciais,
o ferro é, indiscutivelmente, o mais importante (UNICEF, 1998). A falta de ferro
é considerada a caréncia nutricional mais prevalente em todo o mundo (PAIVA;
RONDO; GUERRA-SHINOHARA, 2000), sendo a causa da anemia ferropriva
(AF), caracterizada por eritrocitos microciticos e hipocrdmicos, além das
reservas de ferro baixas (JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011).

A deficiéncia de ferro ocorre em consequéncia de longos periodos de
balango negativo deste elemento quimico, podendo levar ao esgotamento das
reservas do organismo (CARVALHO; BARACAT; SGARBIERI, 2006). A
reducao da concentragao de ferro no sangue causa uma sintese insuficiente de
hemoglobina, com consequente redugdona proliferacdo dos eritrocitos,
acarretando em anemia. Além disso, a diminuicdo do tempo de sobrevivéncia
da célula vermelha pode estar presente (ISLER et al., 2002).

Teoricamente, a caréncia de ferro ocorre no organismo de forma gradual
e progressiva. Primeiramente a deplecédo de ferro afeta os depdsitos (PAIVA,
RONDO, GUERRA-SHINOHARA, 2000) e o aporte de ferro é incapaz de suprir
as necessidades do organismo. A redugao destes depdsitos se caracteriza por
ferritina sérica abaixo de 12 ug/L, sem alteragcées funcionais. (QUEIROZ,
TORRES, 2000).

Posteriormente, a deficiéncia de ferro gera uma deficiéncia na produgao
dos eritrocitos e algumas alteragdes bioquimicas, resultantes da insuficiéncia
de ferro, que é necessario para a producdo normal de hemoglobina e outros
compostos férricos. No entanto, a queda da concentracdo de Hb pode ainda
ndo estar presente (PAIVA, RONDO, GUERRA-SHINOHARA, 2000).
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Essa fase € caracterizada por diminuicdo do ferro sérico, saturacdo da
transferrina abaixo de 16% e elevacdo da protoporfirina eritrocitaria livre
(QUEIROZ, TORRES, 2000).

E o terceiro e mais grave estagio, conhecido como anemia ferropriva, é
desenvolvido quando a quantidade de ferro esta suficientemente restrita,
prejudicando a sintese de hemoglobina, a ponto de sua concentragao ficar
abaixo dos valores de referéncia, estabelecidos para a idade e o sexo (PINTO,
2008).

Além das sequelas mais evidentes, resultantes da anemia, como
fraqueza, fadiga, palidez e taquicardia, evidéncias cientificas indicam que essa
deficiéncia também pode afetar adversamente processos metabdlicos, como a
sintese de DNA, o metabolismo de varias enzimas e o transporte de elétrons,
provocando alteragdes na resposta imune (UMBELINO, ROSSI, 2006).

A deficiéncia de ferro € uma patologia sistémica com multiplos sintomas,
atingindo praticamente todas as células do organismo, pois esse elemento
participa de varias reagdes de oxido-reducdo, além de ser fundamental para o
sistema imunoldgico (VICARI, FIGUEIREDO, 2010). Sem a sua presencga,
podem ocorrer alteracbes na resposta imune, com diminuicdo da atividade
bactericida dos neutréfilos e do numero de linfocitos T (CARVALHO;
BARACAT; SGARBIERI, 2006), alteracbes no metabolismo de hormdnios
tireoidianos, na fungdo muscular lisa e estriada e no metabolismo oxidativo
(FIGUEIREDO, 2010). Além disso, alteragbes no comportamento e
consequéncias econbmicas, devido a menor habilidade cognitiva nas criangas
e diminuicdo da capacidade de trabalho em adultos sdo observadas (MATOS
et al, 2008).

Portanto, a anemia por deficiéncia de ferro ndo pode ser considerada
uma simples caréncia, facilmente combatida com uma terapia adequada,
devendo ser entendida como uma enfermidade sistémica que afeta varios
orgaos e sistemas, possivelmente de forma irreversivel (UMBELINO, ROSSI,
2006).



21

Revisao Bibliogréfica

Entre as principais causas da deficiéncia de ferro destacam-se a
ingestdo inadequada, absorcédo deficiente, aumento das necessidades deste
elemento ou falhas no metabolismo (PINTO, 2008), problemas decorrentes da
interacdo dos constituintes da dieta com o ferro, além de perda sanguinea
cronica, perdas urinarias e aumento do volume sanguineo (CARVALHO;
BARACAT; SGARBIERI, 2006). Uma importante causa em mulheres em idade
fértil € a menstruacao excessiva (JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011).

O teor de ferro na alimentagao € determinado pela quantidade deste nos
alimentos e pela sua biodisponibilidade, pois a forma quimica em que o ferro se
encontra nos alimentos influencia na sua absorc¢ao (Ministério da Saude, 2007).
Nos paises em desenvolvimento, a baixa biodisponibilidade de ferro da dieta é
a principal causa de AF, no entanto, nos paises desenvolvidos, fatores que
levam a diminuigdo da absorg¢ao de ferro e perdas de sangue s&o as etiologias
mais provaveis de deficiéncia de ferro (JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM,
2011).

3.2 Anemia de Doencga Cronica:

A Anemia de Doencga Crénica (ADC) é considerada uma sindrome
clinica, sendo a segunda causa mais frequente de anemia, apds a anemia por
deficiéncia de ferro (CANCADO, CHIATTONE, 2002), sendo mais comum em
pacientes hospitalizados (VICARI, FIGUEIREDO,2010).

A anemia de doenca cronica é definida como uma anemia leve
associada a inflamacgao crbnica, doenca infecciosa, traumatica ou neoplasica
(BARTAL et al, 1993).
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Na patogénese desse tipo de anemia atuam pelo menos trés
mecanismos: altera¢des na eritropoese, diminuicdo da sobrevida das hemacias
e resposta inadequada da medula a hemdlise (CARVALHO, BARACAT,
SGARBIERI, 2006). A ADC é caracterizada pela produgdao inadequada de
eritropoietina, inibicdo da proliferacdo das células progenitoras eritroides da
medula éssea e por disturbios da distribuigdo do ferro (THOMAS, THOMAS,
2002), uma vez que o mesmo é retido no sistema fagocitico mononuclear, o
que ocasiona uma diversificagdo do trafego do ferro, da circulagdo para o
compartimento de estoque, a ferritina (PAINO, 2008).

Normalmente, os macrofagos adquirem ferro por fagocitose de hemacias
fracas, das quais a Hb é retirada e catabolizada. A ocorréncia de um bloqueio
na liberacdo de ferro dos macréfagos, diminuindo o ferro disponivel para a
sintese da Hb, parece ser o principal fator relacionado a estas alteragdes.
Portanto, apesar do nivel de ferro dos macréfagos encontrar-se normal ou
aumentado, o fluxo ao plasma parece estar parcialmente bloqueado, fazendo
com que o ferro acumule-se no macréfago, privando a medula de suprimentos
adequados para a eritropoiese (CARVALHO, BARACAT, SGARBIERI, 2006).

Além disso, ocorre um estado de hiperatividade do sistema mononuclear
fagocitario desencadeado por processo infeccioso, inflamatério ou neoplasico,
que leva a remogao precoce dos eritrocitos circulantes e, portanto, a diminuigao
da sobrevida das hemacias, que varia de 80 a 90 dias, considerando o normal
de 110 a 120 dias (CANCADO, CHIATTONE, 2002). Com isso, mais eritrocitos
serdo fagocitados, mas o ferro proveniente deles ndo é liberado para a
circulagdo. A ADC é uma anemia geralmente normocitica e normocrémica,
embora em 50% dos casos sejam hipocromicas e, em 20 a 50%, microciticas
(CANCADO, 2002). A gravidade desta anemia correlaciona-se com o grau da
patologia de base, que inclui doengas autoimunes, neoplasias hematoldgicas,

tumores, doencgas cardiacas e reumaticas (PAINO, 2008).
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3.3 Metabolismo do Ferro

Os compostos de ferro presentes no organismo humano podem ser
agrupados em duas categorias: os que exercem fungdes metabdlicas ou
enzimaticas (UMBELINO, ROSSI, 2006) e os armazenados na forma de
depdsito (PINTO, 2008).

A maior parte, em torno de 70% a 80% do ferro corporal, desempenha
funcbes metabdlicas e oxidativas, estando principalmente na forma de
hemoglobina e mioglobina, além de participar da formagdo de enzimas e
circular no plasma ligado a transferrina. O restante (20% a 30%) encontra-se
sob a forma de armazenamento no figado, bago e medula 6ssea, como ferritina
e hemossiderina (QUEIROZ, TORRES, 2000; JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM,
2011).

Algumas enzimas anti-oxidantes, que catalisam a reagao de destruicao
das espécies reativas de oxigénio (ERRO), contem ferro em sua composicgéo,
destacando-se a Catalase e a Glutationa Peroxidase, que catalisam o peréxido
de hidrogénio; e ainda a Superdoxido Dismutase, que catalisa a conversao do
superdxido em perdxido de hidrogénio e 02, prevenindo a lesdo celular
provocada pela acumulagao deste anion altamente reativo (TEIXEIRA, 2010).

A presenca do ferro na molécula de hemoglobina é de fundamental
importancia para o transporte de O, e didxido de carbono (CO,), essenciais a
respiracdo celular aerdbica. E importante também no funcionamento do
sistema imunolégico (CARVALHO, BARACAT, SGARBIERI, 2006), além de
estar envolvido nas reagdes de liberagdo de energia na cadeia de transporte de
elétrons; na converséo de ribose a desoxirribose (PINTO, 2008); na sintese de
purinas, que sado compostos estruturais do DNA e RNA; de carnitina; do
colageno e de neurotransmissores, como dopamina, serotonina e norepinefrina
(UMBELINO, ROSSI, 2006).

A quantidade total de ferro no corpo humano € de, em média, 3,5 a 4,0g.
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(JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011). Cerca de 10% do ferro ingerido na
dieta é absorvido pelo intestino diariamente, podendo esta quantidade ser
aumentada quando ha caréncia de ferro, chegando a até 26% de captacgéo
(BACCIN, 2008). A quantidade de ferro absorvida é regulada conforme as
necessidades do organismo, através de mudangas na expressao do
transportador divalente de metal 1 (DMT-1), envolvido na captacéo de ferro, e
da ferroportina, que controla a saida de ferro da célula para o plasma
(FERNANDEZ, 2007).

Os alimentos da dieta apresentam duas formas de ferro: forma ferrosa
ou ferro heme (presente em carnes, aves e peixes), que é altamente
biodisponivel, sendo bem absorvido no lumen intestinal, e a forma férrica ou
ferro inorganico (encontrado em cereais, feijao e alguns vegetais), que € menos
absorvido (JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011).

A biodisponibilidade do ferro depende de sua forma, da composicdo na
dieta e fatores como secregao gastrica, motilidade intestinal e patologias
gastrointestinais (SALDANHA, 2009). A presenga de alguns compostos,
como o acido ascorbico, agucares e aminoacidos, formam quelatos de baixo
peso molecular com o ferro, reduzindo a forma férrica para ferrosa, tornando-se
mais biodisponivel e facilitando sua absorg¢ao intestinal. Por outro lado, alguns
fatores podem reduzir sua biodisponibilidade e absorcao, tais como, as fibras
alimentares que aceleram o transito dos alimentos no lumen, o fitato e os
polifendis que formam quelatos insoluveis com o ferro (SIQUEIRA, ALMEIDA,
ARRUDA, 2006).

O ferro da dieta é absorvido na mucosa das células duodenais intestinais
e combina-se com a apotransferrina, formando a transferrina, que circula no
plasma e é incorporada a hemoglobina, ao musculo na forma de mioglobina e
em outros tecidos sob a forma de enzimas e citocromos (BACCIN, 2008). No
citosol o ferro ferroso é enzimaticamente removido do ferro heme e combina-se
com a apoferritina para formar a ferritina. Esta proteina atua como estoque
intracelular de ferro e o transporta até a membrana basolateral, onde por
transporte ativo o ferro € movido para o sangue (UMBELINO, ROSSI, 2006).



25

Revisao Bibliogréfica

Se houver desequilibrio entre quantidade absorvida e consumo, ou se
ocorrerem perdas, através da menstruagédo, gestagdo, hemorragias, doencgas
inflamatdrias intestinais, parasitoses, podera resultar em diminuicdo dos
estoques de ferro. A deficiéncia de ferro prejudica a sintese de Hb, resultando
em formacao de eritrocitos com conteudo inadequado de Hb (BACCIN, 2008).

Com a falta de ferro ocorre comprometimento do sistema imune, com
aumento da predisposicédo a infeccdes, além de reducdo da produtividade, do
apetite e da capacidade de concentracdo; maior risco de mortalidade
relacionada a gestacdo e ao parto, maior risco de morbidade e mortalidade
fetal, prematuridade e baixo peso ao nascer (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

3.4 Epidemiologia

Mais de 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de anemia, dos
quais 1,3 bilhdes de casos devem-se a deficiéncia de ferro (PLANTE,
BLANCHET, ROCHETTE, 2011). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
estima que em torno de 66 a 80% da populagdo do mundo apresente
deficiéncia de ferro (FERRARI et al, 2011). Esta deficiéncia afeta populagdes
de quase todos os paises em diferentes graus, correspondendo a
aproximadamente um tergo da populagdo do mundo (LIRA et al, 2010).

A anemia, embora encontrada em todos os paises, € mais prevalente
em paises em desenvolvimento do que nos industrializados. Estima-se que
90% das anemias sejam causadas por caréncia de ferro (FABIAN et al, 2007).
Outros relatos indicam que a porcentagem de individuos anémicos, em que a
causa € a deficiéncia de ferro é de 26% em paises em desenvolvimento, sendo
mais alta do que a observada na Europa (10,9%) e nos Estados Unidos (8%)
(PINTO, 2008).

Estudos demonstram que, em termos globais, a deficiéncia de ferro afeta

50% das mulheres gravidas ou criangas com idade entre um e dois anos; 25%
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das criangcas em idade pré-escolar; 40% das criangas com idade escolar; 30-
55% dos adolescentes; e 35% das mulheres em idade fértil (PINTO, 2008).
Dados gerais da América Latina e Caribe indicam uma prevaléncia de anemia
de 40% nas mulheres gravidas e 30% nas nao-gravidas (FABIAN et al, 2007).

Estimativa feita pela Organizagdo Panamericana de Saude, com base
em estudos locais ou estaduais, aponta o Peru como o pais com maior
prevaléncia de anemia em toda América Latina, seguido do Caribe, com 57% e
do Brasil, onde 35% das criancas de 1 a 4 anos eram anémicas (NEUMAN et al,
2000).

Informagdes sobre a prevaléncia da anemia no Brasil ainda sdo poucas
e dispersas. Dados apontam prevaléncias de anemia de até 50% em criangas
de 6 a 60 meses, 15 a 30% em gestantes, 20% em mulheres em idade fértil e
20% em adolescentes (UMBELINO, ROSSI, 2006).

Sabe-se que as mulheres estdo entre os grupos de alto risco para
anemia ferropriva. Segundo Cangado et al (2007), ao analisar dados da OMS
e de publicagdes nacionais, no Brasil, afirma que a deficiéncia de ferro acometa
cerca de 20% da populagao feminina e cerca de 5% da populagcdo masculina,
sendo que essas porcentagens tendem a ser ainda mais elevadas nas regides
mais pobres do Pais, como o Norte e o Nordeste.

Em estudo realizado por Fabian et al (2007), envolvendo mulheres na
média de 39,5 anos, a prevaléncia de anemia foi de 19,2%. Restringindo- se a
amostra apenas as mulheres em idade reprodutiva, a prevaléncia de anemia foi
ainda maior, de 21,4%. Plante e colaboradores, em 2011, concluiram que, nas
mulheres participantes do estudo, no Canada, a anemia esteve presente em
43% e em 21% a anemia foi resultado da deficiéncia de ferro.

Em estudo com criangas no municipio de Criciuma, SC, encontrou-se
uma prevaléncia de 54% de anemia, seguindo os critérios da OMS (NEUMAN
et al, 2000). Das criangas analisadas no nordeste brasileiro, 92,4%
apresentavam anemia e encontrou-se deficiéncia de ferro em 51,5% delas
(LIRA et al, 2010).
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No estudo de Ferrari et al (2011), a prevaléncia geral de anemia entre
adolescentes europeus foi de 4,4%. Destes, o percentual de anemia por
deficiéncia de ferro foi de 1,3%, com um valor (n&o significativamente) maior
em meninas, € a anemia por outras causas, nao sendo devido a deficiéncia de
ferro, foi de 3,1%.

3.5 Diagnéstico

O exame fisico classico toma por base a presenca de sinais clinicos e
sintomas de anemia, tais como: palidez cutanea, da conjuntiva, dos labios, da
lingua e das palmas das maos, além de respiracdo ofegante, dificuldade na
degluticdo (disfagia), fraqueza (astenia) e perda de apetite (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007). Os critérios indicados pela OMS para diagnosticar anemia
baseiam-se na concentracdo de Hb, considerando-se anémicos homens,
mulheres em idade fértil e gestantes com valores inferiores a 13 g/dL, 12 g/dL e
11 g/dL, respectivamente (PAIVA, RONDO, GUERRA-SHINOHARA, 2000).
Para criancgas, o nivel de Hb é de 11,0 g/dL em menores de seis anos e 12 g/dL
para criangas de 6 a 14 anos (QUEIROZ, TORRES, 2000).

Nao ha consenso internacional completo sobre os indicadores a serem
utilizados para avaliar o estado de ferro, j4 que cada indicador tem suas
proprias limitacbes devido a uma baixa sensibilidade ou especificidade, ou
porque sofre alguma modificagcdo em diferentes condicbes da deficiéncia de
ferro (FERRARI et al, 2011).

A concentragdo de Hb &, atualmente, o paradmetro mais utilizado como
indicativo das consequéncias fisiopatoldgicas da anemia. No entanto, essa

medida n&o possui boa especificidade e sensibilidade para avaliar o estado
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nutricional do ferro, uma vez que pode se encontrar alterada em diversas
condigbes patologicas, como em processos infecciosos e inflamatdrios,
hemorragia, desnutricdo protéico-caldrica, uso de medicamentos e tabagismo
(BARBOSA, ARRUDA, DINIZ, 2006).

Além da Hb, que é universalmente utilizada, outros parédmetros
importantes s&o analisados no hemograma, dentre eles estdo: o volume
corpuscular médio (VCM), que avalia o tamanho médio dos eritrocitos; a
amplitude de variagdo do tamanho dos eritrocitos ou red distribution width
(RDW), que avalia a variabilidade no tamanho dos eritrocitos; a hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), que avaliam a concentragdo de hemoglobina no eritrocito
(CARVALHO; BARACAT; SGARBIERI, 2006).

A anemia com presengca de hemacias microciticas e hipocrémicas
(VCM<80fL e HCM<27pg) é caracteristica de disturbios na fase de
hemoglobinizagdo, o que pode ser decorrente da deficiéncia de ferro, mas
também de outras condi¢des como hemoglobinopatias e anemia da inflamagao
(GROTTO, 2010).

Portanto, parametros que avaliam o estado nutricional de ferro devem
ser investigados. Apesar de a bidpsia da medula 6ssea continuar sendo o
padrao ouro para o diagnostico (JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011), pois
através dela € possivel avaliar a hemossiderina presente na medula 6ssea, é
considerado um método invasivo, e, portanto, ndo € apropriado para ser
utilizado como triagem (PAIVA, RONDO, GUERRA-SHINOHARA, 2000).

Entre os testes bioquimicos, o nivel de ferritina sérica (FS) é
considerado o mais especifico em relacao as reservas de ferro corporal total,
sendo uma medida util por utilizar sangue periférico e apresentar forte
correlacdo com o ferro depositado nos tecidos, além do fato de métodos com
alta precisdo serem utilizados nas andlises (PAIVA, RONDO, GUERRA-
SHINOHARA, 2000).

Os meétodos para determinacéo da ferritina sérica atualmente utilizados

sao imunoenzimaticos, utilizando anticorpos anti-ferritina humana, através de
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técnicas de ELISA ou eletroquimioluminescéncia, disponibilizados em
reagentes comerciais (GROTTO, 2010).

A ferritina € uma proteina com massa molecular de aproximadamente
450kDa, que circunda um nucleo solido formado por atomos de ferro e O,. Seu
substrato é o Fe*? que é oxidado a Fe™ dentro da ferritina e representa o
estoque de ferro nesta proteina. O ponto de corte que geralmente € aceito para
o nivel de ferritina sérica € 15 mg/L, abaixo do qual os estoques de ferro sdo
considerados deficientes (SALDANHA, 2009). Porém, o nivel de FS pode ser
enganoso, na presenca de inflamagao aguda ou crénica, ndo podendo excluir-
se a possibilidade de que haja deficiéncia de ferro mesmo quando a ferritina
sérica € normal ou elevada, na presenga de um processo inflamatério
(JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011), pois trata-se de uma proteina de fase
aguda, estando a sintese de apoferritina aumentada em condi¢des
inflamatdrias, infecciosas e malignidade, principalmente devido ao estimulo das
IL-1 e IL-6 (GROTTO, 2010).

O diagndstico diferencial entre ADF e ADC requer uma cuidadosa
avaliacao do status de ferro corporal. Além disso, pode-se incluir um marcador
de inflamagdo como a PCR, por ser encontrada em varias patologias e por
estar presente apds seis horas do inicio do processo inflamatorio. A
determinacdo dos niveis de PCR é recomendada também em processos

infecciosos e inflamatdrios crénicos (PAINO, 2008).

3.6 Controle e tratamento

Primeiramente, mudancas nos habitos alimentares devem buscar o
aumento do consumo de ferro, melhorando a ingestdo de alimentos ricos neste

mineral. Em agosto de 2001, o Ministério da Saude decidiu tornar obrigatoria a
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fortificacdo com ferro de todas as farinhas de trigo e milho, disponiveis para a
venda no mercado brasileiro, com valor correspondente a 30% da ingestédo
diaria recomendada (IDR) de ferro, representando 4,2 mg de ferro em 100 g de
farinha. Além disso, a utilizacdo de suplementagdo medicamentosa com sais
de ferro pode ser usada como medida de prevengéo ou para tratar a anemia ja
instalada em individuos deficientes em ferro, sendo a forma de administracao
oral a de preferéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Os principais suplementos de ferro disponiveis e comercializados em
diferentes paises, inclusive no Brasil, sdo: sais ferrosos, sais férricos, ferro
aminoquelado, complexo de ferro polimaltosado (ferripolimaltose) e ferro
carbonila (CANCADO, LOBO, FRIEDRICH, 2010).

Os suplementos de ferro mais utilizados sdo aqueles que contém a
forma de ferro ferroso, dado que é melhor absorvido do que o férrico. Os tipos
de suplementos de ferro ferroso, normalmente administrados s&o o sulfato
ferroso, fumarato ferroso e gluconato ferroso (JOHNSON-WIMBLEY,
GRAHAM, 2011), que contém 20%, 33% e apenas 12% de ferro elementar,
respectivamente (CANCADO, LOBO, FRIEDRICH, 2010).

Entre eles, o sulfato ferroso (Fe SO4) é um dos mais utilizados e de
menor custo, sendo absorvido rapidamente em situagdes ideais de
administragao. Apesar de normalmente ser o medicamento de escolha, possui
como limitantes as intercorréncias gastrointestinais e a interferéncia da dieta na
absorgcdo do sal de ferro. Pode ser usado na forma de tabletes ou solugao
liquida, sendo esta Ultima mais indicada no caso de criancas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

Apos estudo comparativo, Farias et al (2008), concluiram que a
administragdo de ferro carbonila (CA) na forma de comprimidos mastigaveis,
como alternativa para melhor adesao ao tratamento de criangas com anemia
ferropriva, obteve melhor aceitagcdo, em relagcao ao sulfato ferroso em solugao
(SF), tradicionalmente utilizado. Além disso, ao final do estudo, 67% das
criangas recebendo CA e 41% do grupo SF n&o apresentavam mais anemia.

A dose diaria recomendada de tratamento por parte dos Centros para
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Controle e Prevengdo de Doengas varia de 150 mg / dia a 180 mg / dia de
ferro elementar administrada em doses divididas duas a trés vezes por dia
(JOHNSON-WIMBLEY, GRAHAM, 2011).

Ferro administrado por via intravenosa é uma abordagem para a
reposi¢cao das perdas de ferro em pacientes com sangramento gastrointestinal
crénico em que a perda de sangue superior a 10 ml/ dia (cerca de 5 mg de
ferro). A suplementagcdo com ferro oral fornece 60-80 mg de ferro / dia,
enquanto que o ferro intravenoso fornece 80-160 mg de ferro / dia (JOHNSON-
WIMBLEY, GRAHAM, 2011). As trés principais formas disponiveis s&o: ferro
com dextran (o mais usado nos Estados Unidos), o gluconato de ferro sédico
(disponivel na Europa e Estados Unidos) e o sacarato de ferro (disponivel no
Brasil — sacarato de hidréxido de ferro 1ll, Noripurum®) (THOME, 2000).

Nos casos de anemia de doenca crdnica, a presenca da anemia é
também chamada de anemia secundaria, por ser um dos sinais ou sintomas
associados a doenca de base. Por isso é considerada uma anemia refrataria a
terapéutica anti-anémica, e a sua melhora coincide com a da doenca basica
(NASCIMENTO, 2010).

3.7 Proteina C-Reativa (PCR) e Inflamagao

A proteina C-reativa (PCR) é um marcador de inflamagéo sistémica,
muito utilizada na abordagem clinica das doencgas inflamatérias (BRAGA,
2004). A PCR aparece como resposta de fase aguda frente a dano tecidual,
infeccao, inflamagdo e neoplasia maligna (PEPYS, HIRSCHFIELD, 2003),
aumentando rapidamente sua concentracdo e permitindo a deteccdo destas
antes mesmo do diagnéstico clinico (HADLER, JULIANO, SIGULEM, 2002). A
PCR é encontrada apenas em pouca quantidade em pessoas saudaveis
(JOHNSON, 1990).

Essa proteina foi assim nomeada por causa de sua capacidade de

precipitar o polissacarideo C somatico de Streptococcus pneumoniae, sendo a
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primeira proteina de fase aguda a ser descrita e considerada um sensivel
marcador sistémico de inflamacdo e lesdo dos tecidos (PEPYS,
HIRSCHFIELD, 2003).

A principal fungao biolégica da PCR é reconhecer e promover a defesa
contra patégenos, como bactérias, e eliminar células necréticas e apoptdticas,
tendo importante papel na imunidade inata de defesa do hospedeiro (BRAGA,
2004).

A PCR humana tem um peso de 115 a 135 Da e é formada por cinco
polipeptidios ndo glicosilados idénticos. E esta estrutura protéica que
reconhece os residuos fosfocolina do polissacarideo C do Streptococcus
pneumoniae, assim como outros ligandos intrinsecos e extrinsecos, formando
complexos capazes de ativar a via classicae a via alternativa do sistema do
complemento (POVOA, 2005). Ela interage com os receptores das células
levando ao aumento da secrec¢ao das citocinas proinflamatérias que por sua
vez intensificam a resposta inflamatéria (BRAGA, 2004).

Nos adultos saudaveis a concentracdo plasmatica da PCR apresenta
uma média de 8 mg/L, sendo menor do que 10 mg/L em 99% dos individuos
saudaveis. Apdés um estimulo inflamatério, a concentragcdo pode ultrapassar os
50 mg/dL. As elevadas concentragdes de PCR persistem enquanto o estimulo
existir (POVOA, 2005).

A ADC incide em individuos com patologias inflamatdrias crbnicas
devido aos elevados niveis de citocinas inflamatérias, que interferem na
utiizacdo da eritropoetina e no metabolismo do ferro (VICARI,
FIGUEIREDO,2010). Esse aumento na produgédo de citocinas, por sua vez,
causa uma elevagao na concentracado de proteina C-reativa (PCR), que € um
marcador inflamatorio (THOMAS, THOMAS, 2002).

Portanto, doencgas cronicas sao caracterizadas por niveis elevados de
marcadores inflamatérios como a interleucina-6 (IL-6) e PCR, podendo este
estado inflamatorio, ser capaz de promover o desenvolvimento de anemia.
(FERRUCCI et al, 2010).
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3.8 Produtos de Oxidagcdo Avancada de Proteinas (AOPP) e Estresse
Oxidativo

Radicais livres sdo moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, que podem estar centrados em um atomo de hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou metais de transicdo. Essas espécies
radicalares estdo envolvidas nos mecanismos de reagdes inflamatérias ou
atuam como segundos mensageiros para manter diversas fungdes celulares
(ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, 2001). E este ndo-emparelhamento
de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses atomos ou
moléculas (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados espécies reativas de
oxigénio (EROs) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs), respectivamente
(VISIOLI, KEANEY, HALLIWELL, 2000). O organismo humano sofre acao
constante de ERO e ERN geradas em processos inflamatérios, por alguma
disfuncao biolégica ou proveniente dos alimentos (BARREIROS, DAVI, 2006).
Essas espécies, altamente reativas, sao subprodutos produzidos normalmente
e constantemente durante o metabolismo celular, os quais podem ocasionar
danos a proteinas, lipidios e DNA (BACCIN, 2008). Esses atomos séao
produzidos pela mieloperoxidase liberada pelos neutréfilos ativados, através de
desequilibrio nos mecanismos antioxidantes, como ac¢des inadequadas das
enzimas antioxidantes, auto-oxidagao e acumulo de metabdlitos n&o eliminados
pelos fagdcitos (BRAGA, 2004).

O Estresse Oxidativo estda envolvido na patogénese de diversas
doengas, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral
(BARREIROS, DAVI, 2006). E caracterizado como um desequilibrio,
proveniente de um aumento de radicais livres ou de uma diminuigdo das
defesas antioxidantes do organismo (AKINCI et al, 2008), o que gera um

estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em
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macromoléculas e estruturas celulares, modificando sua estrutura ou funcgéao,
inclusive podendo resultar na morte celular (ROVER JUNIOR, HOEHR,
VELLASCO, 2001).

A ocorréncia desse fenbmeno vem sendo observada em processos
inflamatorios e imunologicos associados, como na insuficiéncia renal, em
doengas neuroldgicas, reumatoldgicas e cardiacas, levando a oxidagao de
moléculas como proteinas, lipidios, agucares e acido desoxirribonucléico (DNA)
(BRAGA, 2004).

Para proteger o organismo existem sistemas de defesa antioxidante,
como enzimas especificas que inativam algumas das ERO, como por exempilo,
a catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-
Px), que atuam como detoxificadoras do agente antes que ele cause lesao
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

O eritrécito humano € uma célula simples, com vida média em torno de
120 dias na circulagdo periférica. Os eritrocitos sao responsaveis pelo
transporte de oxigénio (O;) e gas carbbnico (CO,), através da hemoglobina, e
devido a isso, estdo constantemente expostos as EROs e ao estresse oxidativo
(JOZWIK et al., 1997).

Apesar de os eritrécitos serem equipados por eficazes sistemas de
defesa antioxidante, enzimaticos e nao-enzimaticos (BACCIN, 2008), é relatado
que essa capacidade antioxidante torna-se reduzida na anemia ferropriva
(ISLER et al, 2002).Pacientes com anemia ferropriva apresentam disturbios no
sistema de defesa antioxidante e redugdao na imunidade celular, o que pode
contribuir para uma inadequada sobrevida do eritrécito (ISLER et al, 2002).

Estudos também tém demonstrado que eritrécitos deficientes em ferro,
além de terem conteudo inadequado de hemoglobina, também apresentam
maior rigidez da membrana e maior susceptibilidade a hemdlise causada por
inibidores de grupamento sulfidrila e por perdoxido de hidrogénio (BACCIN,
2008).

O ferro faz parte da composicdo das flavoproteinas e das heme

proteinas catalase e peroxidase (presentes nos eritrocitos e hepatacitos).
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Essas enzimas podem ser apontadas como responsaveis pela redugdo do
peréxido de hidrogénio (H+) produzido no organismo (QUEIROZ, TORRES,
2000).

A oxidagao dos eritrocitos tem sido estudada como um modelo de dano
oxidativo de biomembranas. Tem sido demonstrado, por exemplo, que o0s
radicais livres atacam as membranas de eritrocitos para induzir a oxidacao de
lipidios e proteinas e, eventualmente, podem levar a hemodlise (KONDO,
TAKAHASHI, NIKI, 1997).

A identificacdo e quantificagdo direta das EROs seria a forma l6gica de
analisar a presenca de estresse oxidativo, porém, nao & praticavel, porque as
EROs tém meia-vida biolégica muito curta e concentragbes muito baixas. Por
isso, opta-se pela analise de produtos finais da oxidagdo, que sao mais
estaveis e que, portanto, podem ser usados como biomarcadores, uma vez que
correspondem ao resultado da ag¢ao do estresse oxidativo sobre biomoléculas
importantes, como proteinas, lipidos e DNA (TEIXEIRA, 2010).

Um novo marcador denominado de Produto da Oxidacdo Avancada de
Proteinas (AOPP) foi descrito pela primeira vez por WITKO-SARSAT e
colaboradores, em 1996, apos ser detectadono plasma de pacientes
urémicos cronicos. O AOPP ¢é gerado através da acao do estresse oxidativo
sobre proteinas e aminoacidos, pela ag¢do de oxidantes clorados,
principalmente acido hipocloroso e cloraminas (KALOUSOVA, SKRHA, ZIMA,
2002).

Esses oxidantes sdo produzidos pela mieloperoxidase liberada pelos
neutrofilos ativados, através de um desequilibrio nos mecanismos antioxidantes,
como agdes inadequadas de enzimas, autooxidagdo e acumulo de metabdlitos
nao eliminados pelos fagécitos. Como consequéncia, esses radicais livres e
ROS agem sobre as proteinas produzindo’ AOPP (BRAGA, 2004).

Varios estudos tém relacionado AOPP com diferentes doencas, como:
Diabetes mellitus (KALOUSOVA, SKRHA, ZIMA, 2002), Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (WITKO-SARSAT et al.,1998); Doenca de
Alzheimer (MARKESBERRY, 1997), em neonatos prematuros (BUONOCORE
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et al.,, 2002), e em situacbes especificas como a gravidez (FIALOVA et al.,
2003) e sugerido como provavel fator patogénico na aterosclerose (KANEDA et
al., 2002). O AOPP ¢ considerado um marcador fidedigno para estimar o grau
de dano protéico mediado por oxidagdo (BRAGA, 2004).

Em pacientes com HIV, doenga marcada por um estado de
desregulacédo imune profunda, observou-se niveis plasmaticos muito elevados
de AOPP. Nessa condicao clinica, caracterizada por um acentuado estress
oxidativo, na auséncia de insuficiéncia renal, o AOPP mostrou-se um
requintado marcador de estresse oxidativo, correlacionado com o grau de
ativagao de monocitos (WITKO-SARSAT et al, 1998).

O aumento da formacdo de AOPP tem sido associado e reconhecido
como um marcador precoce e fator de progndstico para numerosas condi¢des
patolégicas. A utilizacdo da concentragdo de AOPP na monitorizagdo de
pacientes em estado critico também tem sido proposta (BRAGA, 2004).

Ao contrario do que ocorre com os lipidios, as reagdes de proteinas com
diversos oxidantes ndo tém sido extensivamente estudadas, e muitas vezes
considerou-se o fato de que as proteinas nido seriam suscetiveis a danos
causados pelos radicais livres. Esta hipotese foi invalidada, e agora esta claro
que os aminoacidos, peptideos e proteinas sao vulneraveis a ataques por uma
variedade de radicais livres e oxidantes relacionados (WITKO-SARSAT et al,
1996). A literatura apresenta escassez de relatos de estudos sobre a presenca
de AOPP em pacientes com anemia, patologia com dados controversos quanto
ao tema estresse oxidativo, pois ja foi descrito que esse estado pode produzir
estresse oxidativo, apesar da presenca de mecanismos protetores anti-

oxidantes.
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e pesquisa (CEP) sob
registro no CAAE. - 0281.0.243.000-10.

O delineamento desse estudo baseia-se em uma analise transversal.

4.1 Coletas das amostras e preparagao

Essa pesquisa foi realizada com amostras de pacientes do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), no municipio de Santa Maria/RS, obtidas
no periodo entre junho e dezembro de 2010. Foram incluidos todos os
pacientes que, pela analise hematoldgica, apresentaram caracteristicas de
anemia microcitica e hipocrémica, apresentando os seguintes resultados: Hb
menor que 13g/dL para homens, menor que 12g/dL para mulheres e menor
que 11g/dL para criangas € VCM menor que 85 fentolitros. Foram excluidos
pacientes portadores do virus HIV, cancer, LES (Lupus Eritematoso Sistémico),
diabetes mellitus, insuficiéncia renal e gestantes.

Foram obtidas amostras de 70 pacientes que compareceram ao
Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HUSM, para realizacdo de exames
de hemograma e analises bioquimicas. ApoOs a realizagdo do hemograma, as
amostras de sangue total foram centrifugadas a 3000 RPM durante 15 minutos,
para obtencio de plasma. Aliquotas de soro desses pacientes foram obtidas do
setor de Bioquimica do LAC-HUSM.

Dos 70 pacientes portadores de anemia microcitica e hipocrémica,
incluidos no estudo, 29 (41,43%) foram diagnosticados como anemia ferropriva
(13 homens e 16 mulheres, com idade média de 39 anos) e 41 (58,57%) com
anemia de doenga crbnica (25 homens e 16 mulheres, com idade média de 48
anos). A analise dos niveis de ferritina sérica foi utilizada como fator auxiliar no
diagnostico diferencial, sendo classificados como anemia ferropriva os
pacientes com ferritina abaixo dos valores de referéncia e como anemia de
doenga cronica de causa desconhecida (ja que foram excluidos pacientes
pertencentes a grupos bem caracterizados como causadores de ADC), quando

a ferritina apresentou-se elevada. Para controles foram utilizadas amostras de
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individuos com valores normais de hemograma e de ferritina, sem doenga de
base conhecida, totalizando 44 amostras (18 homens e 26 mulheres, com

idade média de 43 anos).

4.1 Hemograma

A analise dos dados hematoldgicos foi realizada através do hemograma,
nas amostras de sangue total, coletadas em tubo contendo EDTA, processadas
em analisador hematoldgico automatizado, o Sysmex® (Automated Hematology
Analizer; Kobe, Japan), que fornece os valores da contagem total de eritrécitos,
a porcentagem de hematdcrito, a concentragdo de hemoglobina e dos indices
hematimétricos, como volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentragdo da hemoglobina corpuscular (CHCM)
e Red Cell Distribution Width (RDW).

4.2 Ferritina sérica

O doseamento quantitativo da ferritina no soro foi feito em analisador

IMMULITE®, por imunoensaio de quimioluminescéncia.

4.3 Proteina C-Reativa (PCR):

A dosagem de PCR foi realizada no soro através do sistema
automatizado Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) através

de método imunoturbidimétrico. Os reagentes utilizados foram do PCR Bioclin.
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4.4 Produtos de Oxidagao Avangada de Proteinas:

A medida do AOPP foi realizada em plasma, através do sistema
automatizado Cobas MIRA® (Roche Diagnostics Basel, Switzerland), conforme

0 método descrito por Selmeci et al (2005).

4.5 Analise estatistica:

A analise estatistica dos dados foi realizada através da utilizacdo do
programa estatistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA). A analise de variancia (ANOVA) foi empregada para investigar a
presenca de diferenga significativa entre os grupos. Posteriormente, o teste de
Tukey foi aplicado. Os resultados foram expressos em média * erro padrdo da
média (EPM).



41

5. RESULTADOS



42

Resultados

5.1 Parametros Hematolégicos

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que houve uma
diminuicao significativa nos niveis de Hb, HCM, CHCM, VCM e RDW nos
pacientes com anemia ferropriva e anemia de doenga crbnica quando
comparados ao grupo controle (p<0.0001). Além disso, os pacientes com
anemia ferropriva mostraram valores significativamente menores de HCM,
CHCM e VCM quando comparados aos pacientes com anemia de doenca

cronica (p<0.0001).

Tabela 1. Dados hematologicos referentes aos grupos controle, anemia
ferropriva e anemia de doencga crénica.

Controle Anemia Anemia de
_ Ferropriva Doenca Croénica
(n=44) (n=29) (n=41)

Hb (g/dL) 13.9210.0985 9.07+0.4153* 8.80+0.2325*
HCM (pg) 30.41+0.1124 20.68+0.7628*" 24.24+0.3917*
CHCM (%) 32.89+0.0972 29.27+0.4287*" 31.13+0.2261*
VCM (micra®) 92.5310.2818 70.47+1.1958*" 77.82+0.8944*
RDW (%) 12.84+0.06298 20.39+2.1610* 18.24+0.4342*

Hb: hemoglobina; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média; VCM: volume corpuscular médio; RDW: red
distribution width. (*p<0.0001 comparados ao controle; #p<0.0001 comparado a
anemia de doenca cronica). Diferenca estatisticamente significativa avaliada através
de ANOVA de uma via seguida de Teste de Tukey.
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Os dados relacionados aos itens 5.2 FS; 53 PCR e 54 AOPP

encontram-se na Tabela 2, com representagao grafica nas Figuras 1, 2 e 3.

5.2 Ferritina sérica (FS):

Os resultados encontrados para a dosagem de ferritina foram
significativamente menores no grupo de anemia ferropriva quando comparados
ao grupo controle (p<0.0001). Por outro lado, os pacientes com anemia de
doencga crbnica apresentaram niveis significativamente elevados de FS quando

comparados aos grupos controle e com anemia ferropriva (p< 0.0001).

5.3 PCR:

Observou-se um aumento nos niveis de PCR no grupo de anemia de
doencga crbénica quando comparado aos grupos controle e de anemia ferropriva
(p<0.0001). Ja os pacientes com anemia ferropriva ndo apresentaram diferenca

significativa na analise deste parametro.

5.4 AOPP:

Os valores encontrados na analise do AOPP em nosso estudo
demonstraram um aumento nos niveis desse marcador nos pacientes com

ambos os tipos de anemia, quando comparados ao grupo controle (p< 0.01).
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Tabela 2. Resultados relativos a Ferritina sérica (FS), Proteina C-reativa (PCR) e
Produtos de Oxidacdo Avancada de Proteinas (AOPP), referentes aos grupos
controle, anemia ferropriva e anemia de doenca croénica.

Controle Anemia Anemia doenga
(n=44) Ferropriva cronica
(n=29) (n=41)
FS (ng/mL) 178.301£24.87 7.35+0.92* 370.30+42.29* %
PCR (mg/L) 9.086+3.86 16.3415.24 99.26+16.31*"
AOPP (pmoliL) 82.08+5.45 123.0£16.61** 123.40+11.84**

(*p<0.0001 quando comparado ao controle; **p< 0.01 comparado ao controle;
*p<0.0001 comparado aos resultados da anemia ferropriva). Diferenca
estatisticamente significativa avaliada através de ANOVA de uma via seguida de Teste
de Tukey.
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£ E=3l Anemia de Doencga Crobnica
g
c 250+
c
= '
=
(]
s
*
c S

Figura 1: Niveis de ferritina presentes nos grupos controle, anemia ferropriva e
anemia de doenca cronica.

*p< 0.0001 comparado ao grupo controle.
# p< 0.0001 comparado ao grupo de anemia ferropriva

(ANOVA de uma via seguido de Tukey's Multiple Comparison Test)
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Figura 2: Niveis de PCR presentes nos grupos controle, anemia ferropriva e anemia
de doenca crbnica.

*p< 0.0001 quando comparado ao grupo controle

# p< 0.0001 qdo comparado ao grupo de anemia ferropriva

(ANOVA de uma via seguido de Tukey's Multiple Comparison Test)
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Figura 3: Niveis de AOPP presentes nos grupos controle, anemia ferropriva e anemia
de doenca crbnica.

*p< 0.01 quando comparado ao grupo controle

(ANOVA de uma via seguido de Tukey's Multiple Comparison Test)
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Através do hemograma, foi possivel concluir que, em comparagdo ao
grupo controle, todos os dados hematoldgicos avaliados (hemoglobina, RDW,
VCM, HCM e CHCM) apresentaram-se significativamente menores (p<0.0001)
nos dois grupos de anémicos estudados.

Utilizamos a dosagem da concentragdo sanguinea de hemoglobina por
ser mais confiavel que os niveis de hematdcrito, para definir anemia (RIBEIRO-
ALVES, GORDAN, 2007). Esses dados demonstraram que, nos dois grupos
com anemia, os valores de hemoglobina estdo abaixo dos recomendados,
independente da causa, pois ndo houve diferenga significativa entre eles.

A maior quantidade de Ferro do organismo encontra-se na hemoglobina
(PINTO, 2008), portanto, sua deficiéncia na AF, explica a ocorréncia de sintese
anormal de hemoglobina. Além disso, macréfagos ativados por sinais
inflamatérios na ADC, sdo responsaveis pela eliminagcdo acelerada de
eritrocitos, pela redugao do tempo de vida das hemacias e pela diminuicdo da
concentragdo de Hb (BARANY, 2001).

Os valores de HCM e CHCM permitem identificar a quantidade de
hemoglobina existente dentro da hemacia, classificando-a em hipocrémica,
normocrémica ou hipercrébmica (RIBEIRO-ALVES, GORDAN, 2007). Os valores
desses parametros diminuidos indicam presenga de hipocromia nos dois
grupos com anemia, apresentando maiores alteragdes na anemia ferropriva,
visto que o HCM e o CHCM foram significativamente menores nesse grupo.

Semelhante ao nosso estudo, Barbosa et al, em 2006, utilizando o
CHCM como indicador de severidade da deficiéncia de ferro, demonstrou que,
dos casos de anemia ferropénica em idosos, a maioria apresentou expressiva
alteragcdo de CHCM, com valores diminuidos, sugestiva de um quadro de
caréncia severa e evidente hipocromia.

Analisando o VCM, a diferenga foi significativa tanto nos grupos de
anemia em relagdo ao controle, quanto entre si. Sendo o VCM o volume
corpuscular médio, esse resultado demonstra que o tamanho médio das
hemacias na anemia ferropriva € menor, sendo a microcitose mais evidente. Na

anemia de doencga crdnica, a microcitose, quando ocorre, ndo é tado acentuada
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como na anemia ferropriva, sendo que o VCM raras vezes se encontra abaixo
de 72 fentolitros (fL) (CARVALHO, BARACAT, SGARBIERI, 2006).

O VCM abaixo de 80 fL parece ser um indicador confiavel da redugao da
sintese de hemoglobina. Entretanto, esse indicador, por considerar o tamanho
médio das células vermelhas, n&o fornece uma idéia da variabilidade do
tamanho dessas células no sangue periférico. Por isso, deve ser utilizado em
conjunto com o RDW. (PAIVA, RONDO, GUERRA-SHINOHARA, 2000).

O VCM indica a média do tamanho dos eritrécitos e os classifica em
normociticos, macrociticos ou microciticos, e o0 RDW indica a interpretagao da
populagao de células eritréides, no que diz respeito a homogeineidade ou ndo
da distribuicdo morfoldgica da massa eritrocitaria (BARBOSA, ARRUDA, DINIZ,
2006).

O RDW foi elevado nos dois grupos de pacientes com anemia, 0 que
mostra a heterogeneidade de distribuicdo do tamanho dos eritrécitos (MATOS
et al, 2008), resultando na coexisténcia de eritrécitos normociticos e
microciticos presentes no sangue periférico (MELO et al, 2002), fato que n&o
ocorreu nos pacientes do grupo controle.

Diferencas entre a distribuicdo de tamanhos dos eritrocitos (RDW) tém
sido descritas, com maior anisocitose em casos de anemia ferropriva (MELO et
al, 2002). Outros trabalhos demonstraram que o RDW apresenta pequeno
poder discriminatorio e contribuicdo limitada na diferenciagdo dos estados
microciticos, como no estudo realizado por Matos e colaboradores em 2008,
em que nao foi verificada diferenga significativa para o RDW entre os trés
grupos de anemias microciticas avaliadas, indicando ter este indice uma
limitada utilidade para a diferenciacdo entre anemia ferropriva, talassemia
menor e anemia de doenga crénica.

Em nosso estudo o RDW, apesar de ter sido mais elevado na anemia
ferropriva, ndo demonstrou ser um parametro discriminatério entre os grupos
de anemias microciticas, pois quando foram comparados, ndo houve diferenca
significativa entre seus valores na anemia ferropriva e de doenca cronica.

A anemia ferropriva apresenta dificuldades em seu diagndéstico quando
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analisados apenas os indices hematimétricos, devendo ser realizada uma
investigacao laboratorial complementar para um diagndstico mais apropriado
(MELO et al, 2002). Por isso utilizamos a dosagem de ferritina sérica, para
avaliacao dos estoques corporais de ferro, e a PCR para avaliar a presenga ou
nao de processo inflamatdrio.

Observou-se que nos pacientes com anemia ferropriva a ferritina esteve
diminuida, abaixo do valor de referéncia, ja nos pacientes com anemia de
doenca cronica tanto a ferritina quanto a PCR séao elevadas.

Em estudo realizado por Saldanha (2009) o valor médio de ferritina
encontrado para individuos aparentemente saudaveis foi de 167,18 ng/dL para
homens e de 81,55 ng/dL para mulheres. A média da ferritina dos individuos
utilizados como controle nesse estudo ficou nessa faixa, sendo de 178,3ng/dL.

A dosagem de ferritina sérica € um importante indicador dos estoques de
ferro do organismo, pois € diretamente proporcional a quantidade dos niveis de
ferro corporal (QUEIROZ, TORRES, 2000). Valores reduzidos da concentragao
de ferritina sérica sdo um forte indicador de deplecdo de ferro, e valores
elevados podem ser observados na presenca de inflamacdes, infecgoes,
neoplasias, doengcas hepaticas, leucemias, ingestdo de alcool e
hipertireoidismo (PAIVA, RONDO, GUERRA-SHINOHARA, 2000).

Nos pacientes com anemia ferropriva, os niveis de ferritina encontrados
foram abaixo dos valores de referéncia, o que significa deficiéncia dos
estoques de ferro (BERMEJO, GARCIA-LOPEZ, 2009).

A perturbacdo da homeostase do ferro € a principal caracteristica da
ADC, pois este é retido no sistema fagocitico mononuclear, o que ocasiona
uma diversificagdo do trafego do ferro, da circulagdo para o compartimento de
estoque (PAINO, 2008). Por isso, nos casos de ADC, a ferritina encontrou-se
aumentada, mas isso nao significa que haja um estoque adequado de ferro,
sendo necessarios outros exames laboratoriais, para auxiliarem no diagnoéstico
(RIBEIRO-ALVES, GORDAN, 2007).
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O que ocorre é que a ferritina, além de ser a principal molécula de
armazenamento para o ferro, € também um reagente de fase aguda, ou seja, a
sua concentracado sérica tende a aumentar moderadamente, na presenca de
inflamacado. Esses achados indicam que a ferritina sérica pode ser considerada
tanto uma medida das reservas de ferro quanto um marcador
inflamatério (RAMBOD, KOVESDY, KALANTAR-ZADEH, 2008).

Na patogénese da anemia de doenga crénica atuam pelo menos trés
mecanismos: altera¢des na eritropoese, diminuicdo da sobrevida das hemacias
e resposta inadequada da medula a hemdlise. Quanto as alteracbes na
eritropoese, a ocorréncia de um bloqueio na liberagédo do ferro dos macrofagos,
levando a diminuicdo do ferro disponivel para a sintese da hemoglobina,
parece ser o principal fator relacionado a estas alteragdes (CARVALHO,
BARACAT, SGARBIERI, 2006).

Na ADC, os niveis de ferritina refletem nao s6 o aumento de estoque e a
retencdo de ferro pelo SRE (sistema reticulo endotelial), mas também o
aumento de ferritina devido a ativagdo imune. Quanto maior o componente
inflamatorio da doenca do paciente, maior sera a ferritina (FIGUEIREDO,
2010). A ferritina comega a subir dentro de horas ap6s o inicio da doencga
e pode permanecer elevada por varias semanas, mesmo se a doenga regredir
(JHONSON, 1990).

Enquanto que na AF, o fornecimento de ferro depende da quantidade
dos estoques, na ADC a oferta depende de sua taxa de mobilizacdo, podendo
ocorrer deficiéncia funcional de ferro mesmo na presencga de grandes estoques,
quando sua liberacao é prejudicada (THOMAS, THOMAS, 2002).

A Ferritina sérica é considerada uma proteina de fase aguda e pode
aumentar seus niveis de duas a quatro vezes em resposta a inflamacéao
(BARANY, 2001).
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As anemias adquiridas estao relacionadas a processos infecciosos e
inflamatdrios, em que a presenga de citocinas, como a interleucina 6 (IL-6),
bloqueia a acdo da ferroportina, resultando em acumulo de ferro nos
hepatdcitos e macrofagos e elevagcdo da ferritina. Por um mecanismo de
autorregulagdo ha redugdo na absorcdo do ferro da dieta, levando a
eritropoiese reduzida, pela producao inadequada de hemoglobina (SALDANHA,
2009).

Em relagdo a PCR, houve diferenca significativa (p<0.0001) apenas na
ADC, apresentando niveis elevados quando comparada tanto ao controle
quanto a anemia ferropriva. Isso porque na ADC ocorre ativagao dos sistemas
imune e inflamatorio, com aumento da produgao de citocinas, que, por sua vez,
aumentam também a concentracéo de proteina C-reativa (THOMAS, THOMAS,
2002).

No estudo de Lira (2010), a concentragdo de ferritina foi
significativamente maior em criancas que apresentaram proteina C-reativa
aumentada, quando comparada com as que tiveram niveis normais da PCR.
Em nosso estudo, observamos essa mesma relagcio positiva.

Emboraa PCRraramente tenha valor diagnéstico especifico, sua
medida pode ser Uutil para diferenciar anemia por deficiéncia de ferro de
doencas crbnicas (JOHNSON, 1990).

Os resultados relacionados ao AOPP indicam que ambos os grupos com
anemia apresentaram niveis aumentados desse marcador, em relacido ao
grupo controle (p<0.01), o que indica a presenga de estresse oxidativo na
anemia, independente da causa, pois houve diferenca significativa apenas
entre os grupos de anemia em relagao ao controle, mas nao entre si.

A literatura oferece dados contraditorios e limitados sobre o estresse
oxidativo e defesa antioxidante em pacientes com anemia ferropriva (ISLER et
al, 2002). Dois possiveis fatores podem elevar a taxa de peroxidacgao lipidica: o
aumento na produgao de radicais livres e o declinio das atividades das enzimas
do sistema de defesa antioxidante dos eritrécitos (AMIRKHIZI, 2008).
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Eritrécitos sdo equipados com um sistema de defesa antioxidante
altamente eficaz. No entanto, é relatado que essa capacidade antioxidante é
reduzida na AF, levando a aumento de peroxidacao lipidica (ISLER et al, 2002).

A deficiéncia de ferro nao afeta apenas a producdo de Hb, mas
também a produgéo de outras proteinas contendo ferro, tais como mioglobina,
citocromos, catalase e peroxidase (BACCIN, 2008). Comprometimento do
sistema de defesa antioxidante e redugdo da imunidade celular e da atividade
da mieloperoxidase foram previamente relatados em pacientes com anemia
ferropriva (ISLER et al, 2002).

Bartal et al (1993) relataram que eritrocitos de pacientes com anemia
ferropriva foram mais suscetiveis a oxidacdo, mas tiveram boa capacidade
de recuperagao. Outras pesquisas, como a de |Isler e colaboradores
(2002), mostraram diminuicdo de atividades de  enzimas  antioxidantes,
como SOD, GSH-Px e catalase, em pacientes com anemia ferropriva , o que
pode ser causado por nutricdo insuficiente e estresse oxidativo sob condi¢cao
de hipdxia.

A auto-oxidacdo constante da hemoglobina gera radicais superéxido,
que através da dismutacdo espontdnea ou enzimatica, gera peroxido de
hidrogénio (AMIRKHIZI, 2008).

Pesquisas sugerem que eritrocitos deficientes em ferro apresentam
alteragdes, que podem gerar um defeito metabdlico, permitindo que o dano
oxidativo na membrana possa ocorrer. (BACCIN, 2008).

Em seu estudo, Amirkhizi (2008) demonstrou que a atividade da
enzima SOD diminuiu significativamente no grupo com anemia ferropriva, o
que pode estar relacionado ao aumento do estresse oxidativo, pois sabe-se
que espécies reativas de  oxigénio, especialmente peroxido de
hidrogénio, inibem a atividade da SOD. Os niveis plasmaticos de TAC
(capacidade antioxidante total)também foram investigados e revelaram-se
mais baixos em mulheres com deficiéncia de ferro do que em mulheres

saudaveis. Esses dados indicam que a atividade das enzimas eritrocitarias
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citoprotetoras diminuem na anemia ferropriva, havendo um aumento do estress
oxidativo.

Como na ADC ha uma deficiéncia funcional, por haver uma inadequada
utilizacdo do ferro (NASCIMENTO, 2010), presume-se que, assim como na
anemia ferropriva, também possa haver uma deficiéncia na producdo das
enzimas do sistema de defesa antioxidante, possibilitando a ocorréncia de
estresse oxidativo.

Além disso, sugere-se que, na anemia, devido a baixa concentragao de
hemoglobina, ocorra um excesso de cadeias globinicas que se auto-oxidam,
produzindo superéxido oito vezes mais que a hemoglobina normal (BACCIN,
2008).

Porém, maiores estudos devem ser realizados a fim de elucidar este
mecanismo, pois os dados do presente estudo, sugerem que tanto na AF
quanto na ADC, os mecanismos anti-oxidantes nao foram suficientes para que

ocorresse a compensacgao do estresse oxidativo provocado nessas patologias.
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7. CONCLUSOES
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A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

- Em relagdo ao hemograma, apenas o volume corpuscular médio (VCM) e os
parametros que avaliam a concentragao de hemoglobina presente na hemacia
(HCM e CHCM), foram significativamente menores na anemia ferropriva em
relacdo a anemia de doenga crOnica, indicando que a microcitose e a

hipocromia, respectivamente, sdo mais evidentes na anemia ferropriva.

- A diminuicdo do fornecimento de ferro na anemia ferropriva, devido ao
aumento nas perdas ou a ingestdo e/ou absorgédo inadequada, levam a uma
deficiéncia deste mineral, refletida na diminuicdo dos estoques, na forma de
ferritina. Na anemia de doenca crénica, ha uma inadequada utilizagao do ferro,
pois este fica armazenado nos compartimentos de estoque, aumentando os

niveis de ferritina, o que pode refletir a presenga de um processo inflamatério.

- A PCR é uma medida util na diferenciacdo entre anemia ferropriva e anemia
de doenca crbnica, pois nesta, essa proteina encontra-se aumentada, devido

as citocinas inflamatérias presentes.

- O AOPP esteve presente nos dois grupos de pacientes portadores de anemia,
indicando a presenga de estresse oxidativo em ambos. Por ser considerado um
marcador fidedigno para estimar o grau de dano protéico, mediado por
oxidacdo, em estados patoldgicos ja relatados, deve-se ter o cuidado para
também levar em consideracdo o nivel de anemia em que se encontra o
paciente, para assim validar a utilidade desse marcador. Entretanto, mais

analises devem ser incluidas para melhor esclarecimento desse fenémeno.
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8. PERSPECTIVAS
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Ha interesse em dar continuidade a este estudo, na busca de maiores

esclarecimentos sobre os resultados obtidos, avaliando os seguintes pontos:

- Dosagem de outros marcadores relacionados ao balango do ferro no

organismo, como ferro sérico e saturagéo da transferrina;

- Anadlise da presencga de citocinas inflamatérias, como a interleucina-6;

- Avaliagdo de enzimas do sistema antioxidante, como a catalase (CAT),
Superdéxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase (GSH-PX).
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