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ASSOCIACAO DE MARCADORES LABORATORIAIS A0 PERFIL CLINICO EM PACIENTES COM ANEMIA

FALCIFORME DE SALVADOR- BAHIA
LABORATORY MARKERS ASSOCIATED WITH CLINIC ASPECTS ON SICKLE CELL ANEMIA PATIENTS
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Os eventos vaso-oclusivos na anemia falciforme envolvem interagdes entre hemacias, células endoteliais, leucécitos,
plaquetas, fatores da coagulacéo e proteinas plasmaticas. O objetivo deste estudo foi investigar marcadores
laboratoriais associados com manifestacdes clinicas em pacientes portadores de anemia falciforme. N6s estudamos
45 pacientes portadores de anemia falciforme em estado clinico estavel, provenientes da Bahia, Brasil. As andlises
hematoldgicas foram realizadas utilizando contador eletrénico de células; o perfil de hemoglobinas foi confirmado
por cromatografia liquida de alto desempenho e os marcadores de hemolise e lipidicos foram quantificados utilizando
técnicas bioquimicas. Os niveis séricos de desidrogenase lactica (LDH) e bilirrubinas apresentaram-se elevados nos
pacientes com histdria de sindrome toracica aguda e Ulcera de perna, respectivamente. Além disso, pacientes com
historia de hepatomegalia e Ulcera de perna apresentaram elevacdo na contagem de leucécitos. Os pacientes que
passaram por terapias transfusionais apresentaram elevacéo sérica da aspartato aminotransferase (AST) e aumento
na contagem de reticulécitos. Por outro lado, pacientes que apresentaram eventos de sequestro esplénico e que
sofreram esplenectomia apresentaram diminui¢do nos niveis séricos da lipoproteina de alta densidade (HDL).
Nossos resultados sugerem importante papel dos marcadores laboratoriais como avaliadores e preditores de eventos
clinicos graves na anemia falciforme.

Palavras-chave: anemia falciforme, marcadores laboratoriais, manifestacdes clinicas.

Vaso-occlusive episodes in sickle cell anemia (SCA) involve interactions between sickle red blood cells, endothelial cells,
leukocytes, platelets, coagulation factors and plasma proteins. The purpose of the current study was to investigate laboratory
markers associating with clinic manifestation on sickle cell anemia patients. We studied 45 steady-state SCA patients from
Bahia, Brazil. Hematological analyses were performed by electronic cell counter; hemoglobin profile was confirmed by high
performance liquid chromatography and hemolysis and lipid markers by biochemical kits. The increase serum levels of lactate
dehydrogenase (LDH) and bilirubins were associated with acute thoracic syndrome and leg ulcer respectively. The clinic
aspects like hepatomegaly and leg ulcer were associated with increase number of leucocyte. The blood transfusion therapy was
associated positively with aspartate aminotransferase (AST) levels and reticulocytes number. The decreased levels of high
density lipoprotein (HDL) were associated with splenic sequestration and splenectomy. Our results suggest an important role
of these laboratory markers to evaluate the processes present and future in the SCA pathogenesis as well as for the clinical
severity of the disease.

Keywords: Sickle cell anemia, laboratory markers, clinic manifestations.

AsalteracOesvasculares observadas naanemiafalciforme
(AF) ocorrem pelas disfungdes endoteliais associadas ao
aumento naexpressao dereceptoreseligantesnasuperficiede
leucdcitos, eritrocitos, reticul éeitos e célulasendoteliais, além
do aumento de citocinas pro-inflamatorias®. Dessaforma, esse
desequilibrio vascular resulta em dano endotelial, eventos de
trombose vascular e disfungdes teciduai s™.

A hemdlise cronica presente na AF causa desequilibrio
vascular, com diminuigdo no periodo de vida dos eritrécitos,
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refletindo na concentragdo de hemoglobina, contagem de
reticul écitos, ateragbesnosniveisdehilirrubinas, desidrogenase
I&ctica(DHL) ebiodisponibilidade do oxido nitrico (ON)©9,

O oxido nitrico @um radical livre e vasodilatador potente
gue regulao ténus vascular, sendo importante na patogénese
da AF, reduzindo tanto a ativacéo plaquetaria quanto a
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio vascular®®,

Durante o processo de hemolise, 0 ON é exposto
diretamente ahemoglobinalivre, ocasionando suadegradagéo.
A sintese do ON também se apresentaalteradaem decorréncia
do consumo dal -argininapelaarginaseliberadado eritrécito
no processo de hemalise, com produgéo de orniting, resultando
na diminui¢cdo do ON intravascular, reducéo do processo de
vasodilatagéo, ativag8o transcricional de endotelina e da
moléculade adesdo vascular (VCAM-1)©19,

Estudo realizado em modelo animal descreveu que a
hemdlise poderia causar instabilidade vasomotora como



Gaz. méd. Bahia2010;80:3(Ago-Out): 24-28

Achados L aboratoriaisnaAnemiaFalciforme 25

descrito em seres humanos. Além disso, ahemalise induzida
em modelo animal resultou em hipertensdo pulmonar,
disfunc&o renal e diminui¢do na disponibilidade vascular do
ON®, Em pacientescomAF, ahemdlise cronicafoi associada
a gravidade clinica, especialmente naqueles que possuiam
historia de priapismo e Ulcerade perna®®,

Dessa forma, buscamos correlacionar marcadores
classicos hematol 6gicos, hemoliticos e lipidicos com as
manifestacbes clinicas apresentadas por um grupo de
pacientescom anemiafalciforme.

Material e Métodos
Casuistica

N6s desenvolvemos um estudo de corte transversal com a
casuisticade 45 pacientes com anemiafalciforme (21 homense
24 mulheres; média de idade em anos de 20,49 + 13,99)
acompanhados na Fundacdo de Hematologiae Hemoterapiada
Bahia(HEMOBA), Estado brasileiro comamaior incidénciade
AF. Todos os pacientes estavam clinicamente estaveis, ndo
usavam terapia transfusional e ndo houve identificagdo de
qualquer doenga sistémica. Nenhum dos pacientes estava em
uso de antibiGticos ou corticoides antes da coleta daamostra de
sangue paraosexames deste estudo - coletadadurante aconsulta
clinica regular do paciente; a historia clinica dos pacientes foi
extraida dos seus prontuarios arquivados naHEMOBA.

Vinte edoisindividuos saudaveis comidade médiade 25
anos foram incluidos no estudo como grupo de comparagao,
composto por individuos atendidos regularmente no
laboratorio de andlises clinicas da Facul dade de Farméciada
Universidade Federal da Bahia (UFBA) e pareados aos
pacientes com AF pelo sexo e aidade. Todas as pessoas do
grupo de comparacdo apresentaram perfil normal de
hemoglobina, ndo tinham histéria de anemia ou de outras
doencas hematol 6gicas.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesguisaem Seres Humanos do Centro de Pesguisas Gongalo
Moniz daFundacgo Oswaldo Cruz (CAAE 0012.1.225.000-07)
e esta em acordo com a Declarag@o de Helsinki de 1975,
revisada em 2000. Todos 0s sujeitos da pesquisa ou seus
responsaveis legais concordaram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Andlises hematol 6gicas

Asandlises hematol 6gicas foram reali zadas em contador
eletronico de células (Coulter Count T890, CA, USA), e 0s
reticulcitos foram contados em esfregacos sanguineos
corados pelo azul decresil brilhante. O perfil de hemoglobinas
foi estabelecido por analise em cromatografia de alto
desempenho (HPLC) (Bio-Rad Variant, CA, USA).

Analises bioquimicas

As concentracdes séricas das bilirrubinas [bilirrubina
direta(BD), Bilirrubinaindireta (BI), bilirrubinatotal (BT)],
desidrogenase lactica (DHL), transaminases [alanina-
aminotransferase (ALT) easpartato aminotransferase (AST)]
eoslipidiosdeatadensidade (HDL) foram determinadosem
soro utilizando kitscomerciais, respeitando as especificagdes

dofabricante (LABTEST, MinasGerais, Brazil).

Andlises estatisticas

Ascaracteristicas basi cas foram resumidas como médias
e proporcOes de variavels selecionadas. A distribuicdo de
varidveis quantitativas foi determinada usando o teste
Kolmogorov-Smirnov. As médias de variaveis quantitativas
entre grupos foi comparada usando o teste t de Student n&o-
pareado paradados de distribui¢cdo normal ou o teste de Mann-
Whitney paradados com distribuigo n&o-normal. Asandlises
de correlacéo foram realizadas para determinar associactes
entreparesde varidveis utilizando os coeficientes de correl agéo
de Pearson’s e Spearman’s. Todos os testes foram
considerados significativos quando o valor de p foi menor
gue 0,05 (p<0,05). Asandlises dosdados foram realizadas nos
programas STATA 10 (StataCorp, Texas, USA) e GraphPad
Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA).

Resultados
Perfil [aboratorial

As caracteristicas hematoldgicas, perfil hemalitico,
lipidico einflamatorio estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil laboratorial dos 45 pacientes portadores de
anemiafalciforme.

Pacientes

Caracteristicas

N Média + DP

Idade (Anos) 45 20.49 + 13.99
Género

Masculino 21

Feminino 24
Hemoglobina

SS 45
Hemoglobina
Fetal (%) 45 7.05£4.01
Hemdlise
Hemécias (x10 mm®) 45 2.69+0.67
Hemoglobina (g/dL) 45 8.07 £ 1.60
Hematocrito (%) 45 2442 +5.26
Volume Globular M édio (fL) 45 91.74 £9.07
Hemoglobina Globular Média 45 30.40 +3.59
(pg)
Reticulocitos (%) 45 6.83 +£3.52
Leucécitos
(x10°/L) 45 11.66 +3.82
Plaquetas
(x10°/L) 45 367.98 + 178.32
Marcadores do Metabolismo
Lipidico
Colesterol Total (mg/dL) 45 164.23 +44.03
HDL Colesterol (mg/dL) 45 43.34+10.42
LDL Colesterol (mg/dL) 45 92.95 +48.49
VLDL Colesterol (mg/dL) 45 28.23 +£15.80
Triglicerides (mg/dL) 45 141.15+79.01
Marcadores Hemoliticos
Aspartato Aminotransferase 45 32.66 +14.43
(U/L)
Bilirrubina Total (mg/dL) 45 1.97£1.27
Bilirrubina Direta (mg/dL) 45 0.59+£0.25
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 45 1.37+1.12
Lactato Desidrogenase (U/L) 45 730.06 +261.81
Marcador Hepatico
Alanina Aminotransferase 45 7.21 £5.49
(U/L)
Marcador Inflamatério
Proteina C Reativa (mg/L) 45 10.64423.72
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Aspectos clinicos

Dentre as complicacfes clinicas mais presentes neste
grupo de pacientes as crises de dor foram as mais frequentes,
41/43 (98,3%), seguida pelas infecgdes, 25/43 (58,1%);
pneumonia, 16/43 (37,2%); Ulcera de perna, 8/43 (18,6%);
colelitiase, 8/43 (18,6%); sequestro esplénico, 7/43 (16,3%);
esplenectomia, 6/43 (14,0%); sindrome toréacica aguda, 6/43
(14,0%); hepatomegalia, 6/43 (14,0%); necrose avascular, 2/43
(4,7%); osteomielite, 3/43 (7,0%); priapismo, 3/21 (14,3%);
dactilites, 3/43 (7,0%); retinopatia, 1/43 (2,3%); AV C, 1/43(2,3%)
ecriseaplasica, 1/43 (2,3%).

Os marcadores hemoliticos e o perfil clinico

A concentragdo séricade LDH foi elevada nos pacientes
comAF ehistériadesindrometorécicaaguda. As concentragtes
dehilirrubinatotal eindiretaforam elevadas nos pacientescom
AFehistériade Ulceradeperna(Gréfico 1).

Gréfico 1. Marcadores de hemdlise e o perfil clinico em
pacientescom anemiafalciforme.
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Leucocitose associada a alteracOes clinicas

O numero de leucocitos foi elevado nos pacientes com
AF ehistériade hepatomegaliae Ulcerade perna (Gréfico 2).

O uso de terapia transfusional associado a marcadores
hematol 6gicos e hemoaliticos

Os pacientes com AF que foram submetidos a terapias
transfusionais apresentaram elevacdo na contagem de
reticul 6citos e aumento nos niveis séricos deAST (Gréfico 3).

O perfil lipidico e as alteragoes clinicas

Os pacientescom AF que apresentaram quadro clinico de
sindrome torécica aguda e foram submetidos a esplenectomia
apresentaram niveisséricosdiminuidosde HDL (Gréfico 4).

Gréfico 2. Numero de L eucdécitoseo perfil clinico em pacientes
comanemiafaciforme.
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Grafico 3. Associacdo entre a utilizacdo da terapia
transfusional, marcadores hematol 6gicos e hemoliticos.
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Gréfico 4. Associagdo entre o metabolismo lipidico e o perfil
clinico em pacientes com anemiafalciforme.
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Discusséo

A hemdlise € um mecanismo patol égico que contribui
para a ocorréncia de manifestacdes cardiovasculares,
pulmonares, gastrintestinais e renais em diversas doencas™®.
No presente estudo, propomos que o perfil hemoalitico crénico
intravascular possa refletir no quadro clinico apresentado
pel os pacientes com AF, subdividindo-os em subgrupos com
diferentescaracteristicasfenotipicas. Sendo assm, aavaliacdo
dos marcadores hematol 6gicos, hemaliticos elipidicos como
fatores de prognostico na SCA podera contribuir no
acompanhamento dos pacientes e no direcionamento de
estratégias terapéuticas.

A anemia falciforme é caracterizada pela presenca de
hemdlise cronica com graus diferentes de hemdlise por
pacientes. Biomarcadores clssicos, tais como concentragdes
de HbF22) e a presenca de talassemiaalfa” estao associados
a perfis hemoliticos distintos que contribuem para a
fisiopatologia da doenca.

A diminuicdo da expectativa de vida e a presenca de
manifestagdes clinicas gravestem sido correlacionadacom o
quadro de hemdlise acentuada nos pacientes com AF?Y, De
fato, isso é confirmado em nosso estudo, onde observamos a
associagdo entre os marcadores de hemdlise e o fendtipo
apresentado pelos pacientes.

Destaforma os pacientes que apresentaram histérico de
guadro sindrome torécica aguda e Ulcera de perna tiveram
aumento nas concentragBes séricas de LDH e bilirrubinas,
respectivamente (Gréfico 1).

Nos estudos de Nolan et al.4 9, alteragdes fenotipicas
como Ulcerade perna, priapismo e acidente vascular cerebral
(AV C) foram associadas amarcadores de hemdlise.

A correlagéo entre hemdlise e os eventos clinicos
observados no presente estudo pode ser explicada pela
diminuicéo da biodisponibilidade do ON®®. A hemoglobina
liberadanahemdliseintravascular associa-se e degradao ON,
reduzindo a sua quantidade e seus efeitos benéficos, como
inibicdo plaquetaria, repressdo de ligantes nas células
endoteliais e vasodilatacdo, interferindo desta forma na
hemostasia vascular®.

Além do carater hemoalitico, foi possivel observar em
nosso estudo a associacdo entre ateragdes clinicas como a
hepatomegalia e a Ulcera de perna com o nimero aumentado
de leucdcitos (Gréfico 2). Essa correlacéo é explicada pela
participacdo dos leucéceitos como células que amplificam os
fendmenos vaso-oclusivos que sao caracteristicos naanemia
falciforme e por conta disso a elevacdo na contagem dos
leucdcitos associa-se a gravidade e risco aumentado de
morteo),

A terapiatransfusional cronicatem sido empregadaem
pacientes com quadro clinico grave e na prevencao do
acidente vascular cerebral ). Em nosso estudo, 0s pacientes
ndo estavam em terapia transfusional, mas alguns pacientes
receberam concentrado de heméacias ao longo vidaem resposta
ao quadro hemoalitico graverefletindo nas contagens el evadas

de reticuldcitos e aumento nas concentracdes sérica dos
marcadores de hemdlise (Gréfico 3). Paraexplicar essequadro
maisgrave, com reflexo no perfil hemolitico, podemaos sugerir
outro mecanismo que esté baseado na liberacéo da arginase
nahemaliseintravascular consumindo aL-arginina, substrato
para a producdo do ON, resultando no desequilibrio da
integridade do endotélio vascular®™. Além disso, o ON liga-
seaguanilato ciclase, que converte GTPem cGMP, causando
vasodilatacdo®”. Outro aspecto importante com relagéo a
disfuncéo vascular é a elevagéo dos radicais reativos do
oxigénio (RRO) quealteram o equilibrio do ON em pacientes
COmAF?),

Por outro lado, nés observamos que 0s pacientes que
apresentaram sequestro esplénico e pacientes submetidos a
esplenectomia apresentaram niveis reduzidos de HDL. Essa
lipoproteinade altadensidade reduz modificagdes oxidativas
dalipoproteinade baixadensidade (LDL) pelaacdo daenzima
paroxonase 1 (PON 1)®. A paroxonase 1 apresenta atividade
anti-inflamatéria e anti-atherogenica por conta de sua
habilidade de destruir fosfolipidios modificados e prevenir o
acumulo de lipidios oxidados em lipoproteinas®. Portanto,
niveisreduzidosde HDL podem estar associados aos quadros
clinicosmaisgravesnaanemiafalciforme.

Dessa forma, nés sugerimos que 0s marcadores
hematol 6gicos, hemoliticos e lipidicos devem ser utilizados
como fatores de progndstico em pacientes com AF, visando
estratégias de intervencdo distintas nos diferentes eventos
clinicos. Portanto, agentes terapéuticos que diminuam o
guadro hemolitico e restaurem a disponibilidade do ON
vascular podem contribuir paraareducéo dagravidade clinica
nos pacientes portadores de subfendtipos onde ocorre o
predominio de eventos hemoaliticos.
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