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RESUMO

A anemia ferropénica e a p-Talassemia menor sdo as anemias microciticas mais frequentes na préatica
laboratorial, sendo o seu diagndéstico de extrema importancia clinica. O objectivo deste estudo consistiu na
analise do poder discriminatdrio do MAF na caracteriza¢do destas anamias.

Foi desenvolvido um estudo caso-controlo, tendo sido analisados os hemogramas de um grupo de 47
individuos com anemia ferropénica e 37 com pB-talassemia, e de um grupo controlo constituido por 58
individuos saudaveis.

Na diferenciacdo dos grupos patoldgicos, apenas a Hemoglobina, 0 VGM e o RDW apresentaram diferencas
significativas. O MAF ndo demonstrou poder discriminatdrio relativamente as anemias microciticas.

Palavras-chave: Anemia ferropénica, B-Talassemia menor, Microcytic Anemia Factor (MAF)

ABSTRACT

The iron-deficiency anemia and B-thalassemia minor are the most frequent microcytic anemia in laboratory
practice and its clinical diagnosis is extremely important. The aim of this study was the analysis of the
discriminatory power of MAF in the characterization of these anemias.

We developed a case control study and were analyzed the blood counts of a group of 84 anemic individuals:
47 with iron deficiency anemia and 37 with B-thalassemia, and a control group consisting of 58 healthy
subjects.

In the differentiation of pathological groups, only the hemoglobin, the MCV and RDW showed significant
differences. MAF has not demonstrated discriminatory power in relation to microcytic anemia.

Keywords: Iron deficiency anemia, 3-thalassemia minor, Microcytic Anemia Factor (MAF)

1.INTRODUCAO

As anemias microciticas sdo as anemias que se encontram com mais frequéncia na prética clinica. Os factores
e causas etiologicas mais comuns sdo: a deficiéncia de ferro e as doencas hereditarias na sintese da
hemoglobina, como as B-Talassemias (Ghosh, 2008; lolascon et al, 2009; Thomas and Thomas, 2005).

A caréncia de ferro constitui a causa mais comum de anemia em todo o0 mundo (Hinzmann, 2003;Thomas
and Thomas, 2002). Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, estima-se que cerca de 4-5 bilibes de pessoas
possam manifestar esta deficiéncia, correspondendo a mais de 80% da populagdo mundial. Em
aproximadamente 2 bilides de individuos esta condicdo progride para anemia. E, no entanto, frequente
associar-se a deficiéncia de ferro apenas aos paises em desenvolvimento. Pelo contrério, esta € a Unica
caréncia nutricional que é também significativamente prevalente em praticamente todos os paises
industrializados, sobretudo em criangas, mulheres em idade fértil e idosas (Hinzmann, 2002).
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O objectivo principal na avaliacdo de um individuo ferropénico é identificar e tratar a causa subjacente.
Geralmente, esta condic¢do clinica é devida a deplecdo das reservas de ferro, e desenvolve-se quando: (1) a
ingestdo de ferro € insuficiente para as necessidades; (2) ha uma méa absorcdo do ferro; (3) hd perda
aumentada de ferro, geralmente como consequéncia de hemorragias uterinas ou gastrointestinais; (4) hd uma
combinacdo destes factores (Bain, 2007; Hinzmann, 2003; Thomas and Thomas, 2002).

Na ferropenia, como o fornecimento do ferro a medula 6ssea é insuficiente, a resposta proliferativa da
medula déssea encontra-se diminuida e a sintese de hemoglobina é inibida. Muitas vezes, o ponto de partida
no diagnostico de uma anemia ferropénica é o aparecimento de uma anemia normocitica normocrémica, com
anisocitose que, geralmente, precede o desenvolvimento de anisocromia, hipocromia e microcitose (Hillman
et al, 2005; Bain, 2007).

No diagndstico diferencial da anemia ferropénica deve ser sempre considerada a B-Talassemia menor.
Este tipo de anemia tem uma ampla distribuicdo mundial, apresentando maior prevaléncia no continente
Africano e em paises Mediterranicos, nomeadamente na Grécia e em Italia, onde chega a atingir 15 a 20%
dos individuos (Hillman et al, 2005; Bain, 2007).

A B-Talassemia consiste num defeito hereditario, no qual uma mutacdo num gene da B-globina leva a
uma diminuicdo (ou, mais raramente, a auséncia) de producdo das cadeias B da hemoglobina A. Como
consequéncia, verifica-se um aumento da hemoglobina A, e da hemoglobina F.

A hiperplasia eritroide compensatéria leva a produgdo de um grande nimero de eritrocitos com tamanho
e conteddo hemoglobinico reduzidos. A extensdo dessa compensacéo eritroide depende da severidade da
mutacdo relacionada com a sintese da cadeia e se essa afecta apenas um ou ambos 0s genes que controlam
a sintese da mesma (Anderson, 1980; Bain, 2007; Ghosh, 2008).

Na B-Talassemia menor apenas um gene é afectado. Este estado é, geralmente, caracterizado como uma
anemia moderada, hipocrémica e microcitica, altamente resistente ao tratamento com ferro, sendo, em alguns
casos, assintomatico (Ghosh, 2008).

Por ser uma anemia microcitica moderada, a p-Talassemia pode ser diagnosticada como anemia por
deficiéncia de ferro, quando o diagndstico se baseia apenas em parametros hematoldgicos (Henneberg et al,
2008).

Dai que o diagnostico diferencial destas anemias seja de extrema importancia na pratica clinica, uma vez
gue apresentam causa, patogénese, tratamento e progndstico distintos (Matos et al, 2008).

Assim, a nivel hematolégico, individuos com B-Talassemia menor normalmente apresentam um Volume
Globular Médio (VGM) baixo, apesar de hemoglobina normal ou ligeiramente diminuida. Também tem sido
observado que, para um mesmo grau de anemia, 0s eritrécitos na B-Talassemia sdo mais microciticos do que
na anemia ferropénica (Anderson, 1980; Zhu et al, 2010). Relativamente ao Red Cell Distribution Width
(RDW), este geralmente aumenta na anemia ferropénica, devido ao aumento da incidéncia de micrécitos na
circulagdo, sendo normal na B-Talassemia. Porém, quando um paciente com B-Talassemia se torna anémico o
RDW tende a aumentar. Uma Concentracdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM) baixa € fortemente
sugestiva de deficiéncia de ferro, uma vez que na p-Talassemia menor esta aparece geralmente normal (Melo
et al, 2002; Bain, 2007; Henneberg et al, 2008; Zhu et al, 2010).

Embora o hemograma auxilie na distincdo, o diagnéstico definitivo exige exames especificos (Anderson,
1980; Matos et al, 2008).

Numa anemia ferropénica sem complicacdes, o diagndstico pode ser confirmado por uma concentracéo
de ferritina sérica inferior a 20 pg/L ou ferro sérico baixo, coexistindo com transferrina ou capacidade
ferropénica sérica aumentada (Cook, 2005). E importante referir que a dosagem isolada do ferro é pouco util,
uma vez que apresenta pouca especificidade, podendo a sua diminuicdo ter outras etiologias, como
inflamacédo ou neoplasias (Anderson, 1980; Cook, 2005).

Para o diagnostico definitivo da B-Talassemia menor, sdo necessarias determinag@es adicionais como a
electroforese das hemoglobinas, para excluir uma hemoglobina variante, e a demonstragdo do aumento da
hemoglobina A,. A Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo — High Performance Liquid Cromatography
(HPLC), por permitir dosear a hemoglobina A, e, simultaneamente, detectar a presenca de hemoglobinas
anormais é, actualmente, 0 método de elei¢do (Anderson, 1980; McPherson and Pincus, 2007).

O aumento da hemoglobina A, acima de 3,5% confirma o diagnostico de B-Talassemia (McPherson and
Pincus, 2007).
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Vemos, portanto, que o diagnostico diferencial destas anemias é de extrema importancia clinica, porém,
apresenta grande complexidade. Acresce, também, o facto de ser moroso e acarretar custos significativos
(Melo et al, 2002; Matos et al, 2008).

Actualmente, os auto-analisadores sdo providos de indices hematoldgicos que conferem uma maior
simplicidade e eficiéncia no diagnostico diferencial destas anemias (Matos et al, 2008).

O Microcytic Anemia Factor (MAF) é um novo pardmetro hematoldgico que relaciona o conteido de
hemoglobina dos eritrocitos com o seu volume, através da seguinte formula (Capel-Casbas et al, 2005):

MAF = (Hb x VGM) / 100

Este parametro auxilia na classificacdo das anemias caracterizadas por microcitose, através da deficiéncia
de ferro funcional e latente - MAF diminuido (Capel-Casbas et al, 2005).

Assim, 0 objectivo deste estudo foi estudar o poder discriminatério do parametro MAF na caracterizacdo
da anemia ferropénica e da B-Talassemia, relacionando este pardmetro com o grau de microcitose,
anisocitose e anisocromia. Procurou-se, também, estabelecer padrdes de diferenciacdo através da utilizagdo
de outros pardmetros hematolégicos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Tipo de estudo

Efectuou-se um estudo caso-controlo a partir da recolha de registos de analises disponibilizados
informaticamente.

2.2 Amostra

Estudou-se os dados de um grupo de 84 individuos com anemia: 47 com anemia ferropénica (33 mulheres e
14 homens) e 37 com B-Talassemia (26 mulheres e 11 homens), e de um grupo controlo constituido por 58
individuos saudaveis (31 mulheres e 27 homens).

Para os casos (doentes com anemia) utilizou-se os seguintes critérios de inclusdo: idade igual ou superior
a 18 anos, com VGM inferior a 80 fL e hemoglobina inferior a 12,0 g/dL para as mulheres e 13,0 g/dL para
0s homens. Relativamente ao grupo controlo foram incluidos individuos com idade igual ou superior a 18
anos, com parametros hematol6gicos normais e que ndo apresentavam qualquer quadro patolégico.

Os dados estudados séo provenientes de pacientes da Unidade Local de Salde de Matosinhos (ULSM) e
reportam a um periodo temporal compreendido entre Maio de 2009 e Abril de 2010.

2.3 Procedimento

Salvaguardo que o procedimento utilizado segue o algoritmo constado no manual de procedimentos do
Laboratdrio de Hematologia do Hospital Pedro Hispano e que o0 mesmo se manteve inalterado ao longo de
todo o estudo.

Os hemogramas foram realizados no auto-analisador LH 780 Series da Beckman Coulter®, a partir de
amostras de sangue periférico, colhidas em &cido etilenodiaminotetracético-tripotassico (EDTA-K3). Com
base nos resultados observados, os pacientes foram divididos em dois grupos: pacientes com anemia
microcitica (casos) e pacientes saudaveis (controlos). Os doentes com anemia microcitica foram, por sua vez,
classificados em dois grupos: doentes com anemia ferropénica e doentes com B-Talassemia. Foram
classificados como individuos com anemia ferropénica quando, na auséncia de diagnostico confirmado,
apresentavam ferro sérico < 25 pg/dL nas mulheres e < 31 pg/dL nos homens, e pelo menos um dos
seguintes critérios: ferritina < 20 ng/mL; transferrina > 382 mg/dL nas mulheres e > 364 mg/dL nos homens;
capacidade total de fixacdo do ferro — Total Iron Binding Capacity (TIBC) > 428 ug/dL. Por outro lado,
foram classificados como individuos B-Talassémicos os doentes que, na auséncia de diagndstico confirmado,
apresentavam hemoglobina A, superior a 3,5%. O grupo controlo foi constituido por individuos com
parametros hematologicos normais e sem patologias diagnosticadas.

2.4 Questdes Eticas

Este estudo foi realizado apds consentimento da Comissdo de Etica do Hospital Pedro Hispano - Unidade
Local de Salde de Matosinhos (HPH-ULSM). Os procedimentos seguidos ndo colocam em causa 0S
principios estabelecidos pela Declara¢do de Helsinquia.
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2.5 Analise Estatistica

Para efeitos de tratamento e analise estatistica dos dados obtidos foram utilizados os programas informaticos
Microsoft® Office Excel 2007 e “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS®), versdo 17.0.

Utilizou-se estatistica descritiva uni/bivariada: as varidveis categéricas foram descritas através de
frequéncias absolutas e relativas (%); as variaveis continuas foram descritas usando médias e desvios-padrao.
A normalidade das distribui¢des foi testada segundo o teste de hipoteses de Kolmogorov-Smirnov. Para as
varidveis que apresentaram distribuicdo normal foi utilizado o teste One-Way ANOVA quando as
comparacOes envolveram mais de dois grupos simultaneamente e, posteriormente, o teste de Bonferroni para
comparar médias entre dois grupos. Relativamente as variaveis que ndo seguiam uma distribuicdo normal,
recorreu-se ao teste Kruskal-Wallis na comparacdo dos trés grupos em simultaneo, seguido do teste de Mann-
Whitney para verificar quais os grupos que diferiam entre si. Foram, ainda, calculadas correlaces de Pearson
para estudar a associacdo entre os varios parametros hematoldgicos.

O nivel de significancia estabelecido foi de 0,05.

3.RESULTADOS

O grupo de doentes com anemia ferropénica apresentou uma média de idade de 55 + 17,93 anos, tendo sido
composto por 14 individuos do sexo masculino e 33 individuos do sexo feminino. No grupo de doentes com
B-Talassemia, a média de idade foi de 49 + 18,32 anos e apresentava, na sua constituicdo, 11 doentes do sexo
masculino e 26 doentes do sexo feminino. Finalmente, o grupo controlo foi constituido por 27 pacientes do
sexo masculino e 31 do sexo feminino, tendo apresentado uma média de idade de 49 + 14,54 anos. A
distribuicdo por sexo e idade dos 142 individuos estudados é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo dos 142 individuos incluidos no estudo por sexo e idade

Idade (anos) Sexo Total
Meédia + DP Minimo  Méaximo Masculino Feminino
Anemia Ferropénica 55 + 17,93 27 90 14 (29,8%) 33 (70,2%) 47
B-Talassemia 49 + 18,32 19 86 11 (29,7%) 26 (70,3%) 37
Controlo 49 + 14,54 20 80 27 (46,6%) 31 (53,4%) 58

A Tabela 2 ilustra as médias e os desvios-padrdo dos pardmetros hematolégicos estudados. Os resultados
obtidos indicam que as meédias destes pardmetros nos individuos com anemia ferropénica e com B-
Talassemia foram todos estatisticamente diferentes das médias obtidas para o grupo controlo.

Tabela 2: Distribui¢do dos parametros hematolgicos nos trés grupos

Comparagéo entre 0s grupos

Anemia ferropénica B-Talassemia Controlo
(n=47) (n=37) (n=58)
Grupo 0 Grupo 1 Grupo 2 0x=1 0x=2 12
Média + DP Valor de p

Hb (g/dL) 9,76 + 1,38 11,35 + 0,87 14,43 + 2,29 p=0,00 p=0,00 p=0,00

VGM (fL) 71,38 + 4,75 65,80 + 2,70 91,80+3,14 p=0,00 p=0,00 p=0,00

MAF (%) 7,00+1,21 7,50+0,78 13,07+135 p=0,06 p=0,00 p=0,00

RDW (%) 19,42 + 3,18 16,56 + 3,53 13,30+ 0,55 p=0,00 p=0,00 p=0,00

CHGM 31,78+ 1,52 31,88+0,48 33,72+0,44 p=1,00 p=0,00 p=0,00
(g/dL)

As duas patologias estudadas apresentaram um valor de hemoglobina significativamente mais baixo que o
controlo. Relativamente a comparagdo entre os individuos com anemia ferropénica e os B-Talassémicos foi
encontrado um valor significativamente inferior nos primeiros.
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No que respeita a0 RDW, 0s grupos patolégicos apresentaram, também, valores inferiores ao grupo
controlo, mas na comparagdo entre o grupo ferropénico e o grupo B-Talassémico, o primeiro demonstrou ter
um RDW estatisticamente superior ao segundo.

O parametro VGM foi estatisticamente diferente entre os trés grupos, com um valor médio de 71,38 fL
para os individuos ferropénicos, 65,80 fL para os B-Talassémicos e 91,80 fL para o grupo controlo.

Em relagdo ao MAF, os valores médios dos grupos patoldgicos foram inferiores ao do grupo controlo. No
entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas na comparacao entre os dois grupos patolégicos (o>
0,05). O mesmo se verificou com a CHGM.

Foram efectuadas as correlacBes de Pearson entre os parametros hematolégicos estudados (Tabela 3).
Observaram-se correlac8es positivas fortes entre o valor de MAF e o valor de hemoglobina (R = 0,95) e entre
o valor de MAF e o de VGM (R = 0,70). No que respeita aos restantes parametros estudados, todos
apresentaram correlac@es fracas.

Tabela 3: Correlages entre os varios parametros hematoldgicos estudados

Hb (g/dL) VGM (fL) MAF (%) RDW (%) CHGM
(g/dL)
Hb (g/dL) 1,00 0,49 0,95 -0,29 0,12
VGM (fL) 1,00 0,70 -0,25 0,14
MAF (%) 1,00 -0,29 0,18
RDW (%) 1,00 -0,39
CHGM 1,00

(g/dL)

4. DISCUSSAO

A anemia ferropénica é uma manifestacdo tardia da deficiéncia de ferro, quando este ndo é suficiente para
manter valores de hemoglobina normais. Torna-se, assim, cada vez mais pertinente detectar essa deficiéncia
antes do estabelecimento da anemia. Neste sentido, na avaliagdo da ferropenia é imprescindivel a utilizacdo
de pardmetros ou marcadores suficientemente sensiveis para o seu diagnéstico precoce, assim como para a
diferenciacéo de outras patologias, como a p-Talassemia.

O objectivo deste estudo focou-se, assim, no estudo do MAF como factor diferenciador das anemias
microciticas — anemia ferropénica e B-Talassemia. Procurou-se, ainda, estabelecer padrdes de diferenciacao
através da utilizacdo de outros pardmetros hematologicos.

Depois de determinadas as médias e os desvios-padrdo dos indices hematoldgicos, foi possivel
demonstrar que os grupos patolégicos apresentaram diferencgas estatisticamente significativas em relagéo ao
grupo controlo, para todos os parametros, o que permite validar o grupo controlo.

Relativamente & hemoglobina, esta apresentou um valor menor na anemia ferropénica do que na f-
Talassemia, o que esta de acordo com o descrito na literatura.

Na B-Talassemia, 0 VGM é menor do que na anemia ferropénica, consequentemente, o grau de
microcitose tende a ser maior na primeira, em relacéo ao valor de hemoglobina.

Neste estudo, foram encontrados valores de RDW significativamente mais elevados nos grupos
patologicos do que no grupo controlo. No entanto, na anemia ferropénica este parametro hematolégico
assume um valor médio estatisticamente mais elevado do que na p-Talassemia. Estes resultados coincidem
com os obtidos no trabalho de Henneberg et al, 2008, embora o valor médio de RDW nos individuos
ferropénicos tenha sido inferior ao obtido no nosso estudo, uma vez que a média de hemoglobina no estudo
de Henneberg et al, 2008, foi maior.

Contudo, os resultados do nosso estudo sdo contraditorios com os apresentados por Matos et al, 2008,
onde ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significativas de RDW nos dois grupos, o que pode
ser devido as diferentes metodologias utilizadas nos estudos.
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O RDW corresponde ao coeficiente de variacdo do volume dos eritrdcitos e reflecte o grau de anisocitose
celular. Nas B-Talassemias, como ha uma mutagdo nos genes das cadeias globinicas, todos os precursores sao
afectados, havendo sempre uma producdo constante de eritrocitos microciticos (Matos et al, 2008). Pelo
contrario, os doentes com anemia ferropénica tendem a apresentar valores maiores de RDW, uma vez que a
diminuic8o progressiva do ferro conduz a produgéo de eritrocitos com um volume menor, coexistindo varias
populacdes de eritrocitos de varios tamanhos.

O valor elevado de RDW verificado no grupo de doentes com B-Talassemia pode ser explicados por Bain,
2007, que descreve que o mesmo tende a elevar-se nos pacientes que se tornaram anémicos. Efectivamente,
neste estudo sé foram englobados doentes p-Talassémicos com anemia, tendo sido excluidos todos os
doentes pB-Talassémicos sem anemia.

Relativamente a CHGM, verificou-se uma ligeira diminuicdo deste parametro nos grupos patoldgicos
guando comparado com o valor obtido para o grupo controlo. Contrariamente ao descrito por Bain, 2007, no
nosso estudo ndo obtivemos diferencas estatisticamente significativas de CHGM entre os grupos patologicos,
0 que se deve, mais uma vez, ao facto de o0 nosso estudo ter incluido apenas individuos anémicos.

No que concerne a comparagdo do MAF entre os grupos patoldgicos e o grupo controlo, verificou-se uma
diminuigdo significativa nos primeiros. No entanto, ndo foram encontradas diferengas entre os individuos
ferropénicos e os B-Talassémicos, sugerindo que 0 MAF ndo tem poder discriminatério entre estas duas
patologias na presenca de anemia. A explicacdo para tal reside no facto de o pardmetro MAF ser o resultado
da multiplicacdo de dois parametros hematoldgicos — hemoglobina e VGM — os quais aparecem diminuidos
guer na anemia ferropénica, quer na B-Talassemia. Além disso, as correlagBes fortemente positivas
verificadas entre o valor de MAF e o valor de hemoglobina e entre o valor de MAF e o de VGM em ambos
0s grupos permitem, também, corroborar os resultados obtidos.

E, entfo, possivel constatar que o MAF, apesar de ser um bom indicador das anemias microciticas, néo é
capaz, por si so, de as diferenciar quando o valor de hemoglobina é inferior ao normal.

Segundo a literatura (Capel-Casbas et al, 2005), um valor de MAF diminuido ¢ indicativo de deficiéncia
de ferro latente, que se caracteriza por diminuicdo das reservas de ferro no organismo, ainda na auséncia de
anemia (com valores de hemoglobina no limiar inferior da normalidade). Neste sentido, sempre que o MAF
apresente um valor diminuido, é aconselhdvel proceder-se ao doseamento da ferritina para corroborar a
deplecdo de ferro. O estudo referido anteriormente conclui que o0 MAF poderé servir como um alerta para
esta condicdo clinica, de forma a poder identificad-la e tratd-la, antes do surgimento da anemia e de
complicacdes subsequentes.

De facto, no nosso estudo sé foram englobados doentes microciticos e ja com anemia, contribuindo para
gue o MAF ndo apresente poder de diferenciacdo entre as duas patologias estudadas.

Este estudo ndo permitiu tirar conclusdes mais pertinentes devido a varias limitagdes, nomeadamente:

e Desenho do estudo — deveriam ter sido englobados doentes B-Talassémicos sem anemia €
doentes ferropénicos nos varios estadios da deficiéncia de ferro, de forma a calcular a
sensibilidade e especificidade do MAF.

e Informacdo clinica insuficiente — poderiam coexistir ambas as patologias e/ou doentes em
tratamento com ferro.

o Insuficiéncia de pardmetros analiticos em alguns doentes, 0 que condicionou os critérios pré-
definidos na constituicdo dos grupos.

Seria interessante que, em futuras investigacGes, fossem estudadas as varidveis referidas anteriormente,
entre outras, de modo a responder as dividas levantadas e tirar conclusées mais pertinentes.

5. CONCLUSAO

Actualmente, os analisadores hematolégicos fornecem, além dos parametros eritrocitéarios tradicionais, outros
indices hematoldgicos que poderdo ser Uteis no estudo das anemias. O parametro MAF é obtido de forma
simples e sem acarretar custos adicionais a realizacdo do hemograma, tendo sido objectivo deste estudo
avaliar o seu poder discriminatorio nas anemias microciticas.

Neste estudo ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas para o0 MAF entre os dois
grupos de anemias microciticas avaliados, 0 que sugere que este parametro ndo apresenta utilidade na
diferenciacdo das mesmas. Constatou-se, ainda, que existem certos marcadores mais fidveis destas condi¢des
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clinicas, nomeadamente a Hemoglobina, o0 VGM e o RDW; contudo, todos aparecem alterados em ambos os
grupos, limitando, assim, a sua utilizacdo como factores de diferenciacéo.

Este estudo demonstra claramente a complexidade do diagndstico destas anemias, sinalizando para a
necessidade de se envidar esforcos no sentido do desenvolvimento de outro indice mais eficiente. Porém,
enquanto tal ndo se concretiza, a utilizagdo dos exames especificos tradicionais no diagndstico diferencial
continua imprescindivel na pratica clinica.
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