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Resumo

A anemia é um dos disturbios hematoldgicos mais comuns, sendo considerado um
problema de saude publica a nivel mundial. A anemia hemolitica, que resulta de uma
destruicdo prematura dos eritrécitos que ndo € colmatada pela eritropoiese, é classificada
como uma anemia regenerativa, atendendo ao valor da contagem de reticuldcitos. A hemdlise
pode ser aguda ou cronica e o seu diagnostico é feito com base no aumento da LDH, da
bilirrubina ndo conjugada e dos reticuldcitos, na diminuicéo da haptoglobina e nos achados do
esfregaco de sangue periférico.

As anemias hemoliticas sdo comummente classificadas em hereditérias e adquiridas.
As hereditéarias incluem os distdrbios da membrana eritrocitaria, defices enzimaticos
eritrocitarios e hemoglobinopatias. As adquiridas incluem as de etiologias imunes e nao
imunes. Nesta revisdo serdo abordadas de forma sucinta as principais anemias hemoliticas
hereditarias e ainda serd dado destaque as anemias hemoliticas autoimunes e a
Hemoglobindria Paroxistica Nocturna, tendo como pontos principais as suas manifestacdes
clinicas, diagndstico e terapéutica.

A investigacdo cientifica nesta &rea tem permitido uma melhor compreensdo da
fisiopatologia destas doencas, possibilitando o desenvolvimento de novas terapéuticas

especificas, melhorando a qualidade de vida dos doentes.

Palavras-chave: anemias hemoliticas, hemoglobinopatias, hemoglobindria paroxistica
nocturna, anemias hemoliticas autoimunes, défice de enzimas eritrocitarias, defeitos da

membrana eritrocitaria.



Abstract

Anemia is one of the most common hematologic disorders, and is considered a
worldwide public health issue. Hemolytic anemia, the result of premature red blood cell
destruction unsuccessfully compensated by erythropoiesis, is classified as a regenerative
anemia, taking into consideration the reticulocyte count. Hemolysis may be acute or chronic
and its diagnosis rests on increased serum LDH, unconjugated bilirubin and reticulocytes,
decreased haptoglobin, as well as peripheral blood smear findings.

Hemolytic anemias are commonly classified as hereditary or acquired. Hereditary
hemolytic anemias include red blood cell membrane or enzyme disorders and
hemoglobinopathies. Acquired hemolytic anemias are divided according to the immune or
non-immune nature of their etiology. This review provides a succinct overview of the main
hereditary hemolytic anemias, while also concerning auto-immune anemias and paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria, maintaining the focus on their clinical presentation, diagnosis and
treatment.

Scientific investigation in this area has allowed for a better understanding of the
physiopathological processes behind these disorders, while also enabling the development of

new, specific treatment options, improving quality of life for affected patients.

Keywords: hemolytic anemias, hemoglobinopathies, paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria, autoimmune hemolytic anemia, red cell enzymopathies, red cell membrane

disorders
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1. Introducao

A anemia é uma condicdo hematoldgica comun, tanto no adulto como nas criancas,
sendo considerado, pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), um problema de saude
publica & escala mundial com impacto, ndo s6 na satde, mas também nas condic6es sociais e
no desenvolvimento econdmico [1]. A anemia é definida pela OMS como valores de
hemoglobina (Hb) inferior a 12g/dL nas mulheres e inferior a 13g/dL nos homens [2].

A anemia hemolitica, resulta de uma destruicdo prematura dos eritrocitos que nédo é
compensada pela eritropoiese, corresponde a cerca de 17,5% de todos os casos de anemia
(Figura 1). E classificada como regenerativa por apresentar uma contagem absoluta de
reticuldcitos superior a 100x10%/L [3]. De acordo com a etiologia podem ser divididas em
hereditarias e adquiridas. As adquiridas podem ainda ser classificadas em imunes, em que ha

um mecanismo imune que leva a lise dos eritrocitos mediada por anticorpos, e ndo imunes.

Principais Causas de Anemia

B Hemolise

B Hemorragia Aguda
= Doenca Cronica

m Défice de Ferro

m Qutros

Figura 1: Incidéncia das principais causas de anemia. Adaptado de [3]
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Clinicamente, os doentes com anemia hemolitica apresentam fadiga, dispneia e palidez
cutaneo-mucosa, mas também aspectos mais particulares, relacionados com a hemdlise, como
ictericia, esplenomegalia e urobilindria. No entanto, existem também casos em que a hemolise
¢ assintomatica, sendo detectada apenas por exames laboratoriais ocasionais. Para chegar a
um diagndéstico correcto, é importante avaliar o doente, realizando uma historia clinica
cuidadosa e um exame fisico completo, uma vez que estes podem indicar uma potencial causa
da anemia, quer esta seja primaria ou secundaria a uma patologia subjacente [4]. O estudo das
anemias obriga a realizacdo de um hemograma completo, contagem de reticuldcitos e
esfregaco de sangue periférico para uma boa investigacao etioldgica.

Sendo a anemia um problema tdo prevalente, é fundamental a aquisicdo dos
conhecimentos necessarios para a realizacdo de um diagnostico correcto. Por outro lado,
devido ao fendmeno crescente de migracdo populacional, é indispensavel ter actualizado o
conhecimento relativo a algumas patologias que nao seriam provaveis em determinadas areas
geograficas.

O propdsito deste trabalho é a realizacdo de uma revisdo teorica actualizada da
literaturasobre anemia hemolitica como um problema geral, indicando as manifestacdes
clinicas, os procedimentos de diagndstico e de terapéutica, e abordando particularmente as
principais causas hereditarias (Talassemias, Eliptocitose Hereditaria, Esferocitose Hereditaria,
Défice de glicose-6-fosfato e Défice de Piruvato Cinase) e algumas causas adquiridas
(Anemia Hemolitica Autoimune e Hemoglobinaria Paroxistica Nocturna), recorrendo a

artigos cientificos, livros e revistas especializadas.
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2. Eritropoiese

A hematopoiese € um processo celular e molecular complexo, delicadamente regulado,
que resulta na producdo das diferentes linhas celulares do sangue. A célula precursora é a
célula estaminal hematopoiética, que se divide e diferencia em células estaminais progenitoras
de linhagem, linféide e mielGide, que proliferam e se diferenciam em células sanguineas
maduras funcionais, na presenga de factores de crescimento e do microambiente envolvente
[5].

A eritropoiese é o processo pelo qual se originam os eritrécitos, e é parte integrante da
hematopoiese. E um dos processos mais bem estudados a nivel celular e molecular, uma vez
que os diferentes estadios da eritropoiese podem ser definidos por marcadores fenotipicos, a
maioria, ou mesmo todos os factores que a regulam sdo conhecidos e a diferenciacao final dos
eritrécitos depende apenas de um factor, a eritropoietina (EPO). Por outro lado, as doencas
eritrocitarias estdo bem caracterizadas e, em muitos casos, a causa molecular foi ja
descoberta. Além disto, a eritropoiese é o0 processo hematopoiético que quantitativamente tem
maior rendimento, sendo produzidos cerca de 2x10™* eritrécitos por dia [5,6].

A eritropoiese é cuidadosamente regulada por varios factores de crescimento e de
transcricdo nucleares, entre os quais se destacam a EPO e 0 GATA-1, e pelo microambiente
envolvente. Ao longo do desenvolvimento humano a eritropoiese ocorre em distintas areas
anatomicas. Durante o periodo embrionario ocorre nas ilhas sanguineas do saco vitelino, no
periodo fetal predominantemente no figado e durante a vida adulta ocorre principalmente na
medula 6ssea [6].

A eritropoiese tem inicio quando uma célula estaminal hematopoiética multipotente
inicia um conjunto de processos que vai culminar com o seu comprometimento a linhagem
eritroide (Figura 2). As primeiras celulas desta linhagem, os burst forming unit-erythroid

(BFU-E), dependem de muitos factores de crescimento para a sua diferenciagdo em colony
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forming unit-erythroid CFU-E, nomeadamente do stem cell factor (SCF, que, por sua vez, se
vao diferenciar em proeritroblastos, a primeira célula morfologicamente identificavel da
linhagem eritréide, dependendo da EPO. Os proeritroblastos diferenciam-se, sucessivamente,
em eritroblastos basofilicos, eritroblastos policromaticos e eritroblastos aciddfilos, que sdo as
ultimas celulas nucleadas da linhagem eritroide. A diferenciacdo prossegue dando origem aos
reticuldcitos, que sdo células sem nucleo, que passam por diapedese atraves da parede dos

sinusdides medulares para o sistema circulatorio, e que vdo dar origem aos eritrocitos

maduros.
Célula
Estaminal
Plurlpotente
CFUGemM
Progenitor
Mieldide p
00 @ Progenitor
Py o \ Linfoide
BFUg Q) CFUGMEo 23 |
) CFUEo
Progenitores Progenitorde
eritroides .

CFUgm Eosindfilos

CFUg @)

Progenitor de o 5
Megacariocitos f \ e Mondcitos

D™

CFU-M

Eritrécitos Plaquetas Monocitos Neutrofilos  Eosinofilos Basofilos Linfocitos Células NK

Figura 2: Diagrama representativo da hematopoiese. Adaptado de [10].

Este processo ocorre, durante a vida adulta, como ja foi referido, na medula éssea e
necessita, para além das condices ja referidas, de uma fonte adequada de ferro, &cido folico e

vitamina B12.
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Os eritrocitos tém uma semivida de 100-120 dias, em condi¢Ges normais, sendo que a
eritropoiese é regulada de forma a que o0 numero de eritrocitos formados seja equivalente ao
numero de eritrécitos perdidos por senescéncia. Os eritrécitos senescentes sdo removidos por
macrofagos do sistema reticuloendotelial (SRE), principalmente no baco. Apesar desta
regulacdo, em resposta a diminui¢cdo do numero de eritrocitos por hemdlise ou hemorragia,
verifica-se um aumento da formacéo de reticulocitos em poucos dias, regulada pela EPO. Esta
é produzida essencialmente no rim, sendo que o numero de células produtoras de EPO

aumenta exponencialmente com diminuicdes lineares no hematocrito [5,6].

3. Destruicao Normal dos Eritrocitos

Como jé foi referido, a semivida dos eritrocitos é de, aproximadamente, 120 dias em
circunstancias normais, desde que o reticulécito é libertado em circulacdo, até que o eritrocito
senescente € sequestrado por macr6fagos do SRE. Algumas teorias pretendem explicar este
processo como, por exemplo, a acumulacdo de lesGes oxidativas na membrana, a perda de
deformabilidade do eritrécito (perda da forma em disco bicdncavo, passando para uma forma
esférica), perda de enzimas necessarias para manter o equilibrio do estado de oxidagdo-
reducdo e para metabolismos intermediarios, e ainda mecanismos imunes [7].

Depois dos eritrocitos serem retirados de circulacdo, ocorre a degradacdo da
hemoglobina. Esta é separada nos seus dois constituintes: o grupo heme e a globina. O grupo
heme é ainda separado em ferro e protoporfirina. O ferro liga-se a transferrina formando um
complexo que reentra em circulagédo, sendo reaproveitado pelos eritroblastos na medula 6ssea.
A protoporfirina é transformada em bilirrubina, que € conjugada a nivel hepatico e excretada
através da bilis no duodeno, onde é convertida em estercobilinogénio e estercobilina. A

estercobilina € eliminada nas fezes, mas tanto esta como o estercobilinogénio podem ser
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reabsorvidos para a circulagdo, sendo depois eliminados pela urina como urobilina ou
urobilinogénio. As cadeias de globina sdo degradadas em aminoacidos, que vao ser

reutilizados na formacéo de novas proteinas.

4. Anemia

4.1. Definicao e Classificacao

A OMS define anemia quando a concentracdo de Hb é inferior a 12g/L nas mulheres e
a 13g/L nos homens. [2]. Relativamente as criancas, a OMS considera existéncia de anemia
em criangas dos 6 meses aos 6 anos quando a Hb é inferior a 11g/L, e em crian¢as dos 6 aos
14 anos quando é inferior a 12g/L.

Actualmente, as anemias podem ser classificadas, em hiporregenerativas ou
regenerativas, de acordo com a contagem absoluta de reticul6citos. Assim, as anemias
hiporregenerativas sdo as anemias em que a contagem absoluta de reticuldcitos € inferior a
50x10°%/L, e as regenerativas sd0 as que a contagem absoluta de reticulcitos é superior a
100x10%/L [3].

As anemias hiporregenerativas podem ter diversas etiologias, nomeadamente a anemia
aplastica, a aplasia eritroide pura, a sindrome mielodisplasica. Os défices de ferro e/ou
vitaminas, a infiltracdo medular, a fibrose medular, a anemia da doenca inflamatéria, e o
défice de producdo de EPO. Por outro lado, as anemias regenerativas podem ser divididas em

dois grupos: anemia devido a hemorragia aguda e anemias hemoliticas (Tabela 1) [3].
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Tabela 1: Classificacdo de anemias em regenerativas e hiporregenerativas. Adaptado

de [8].

Hiporregenerativas

Anemia apléstica
Aplasia pura de eritrécitos
Sindrome mielodisplésico
Estados de deficiéncia:

e Ferro

e Vitaminas

Infiltracdo da medula/fibrose

Anemia inflamatdria (anemia da doenca crénica)

Subprodugdo de Eritropoietina

Regenerativas
Hemolise
Imune
N&o imune:

e Congénitas: défices da membrana
eritrocitaria, SS, talassémias,
enzimopatias, Hb instavel,

e Adquiridas: HPN, drogas,

microangiopatia, hiperesplenismo

Hemorragia

Anemia hiporregenerativa — contagem de reticuldcitos inferior a 50x10°/L

Anemia regenerativa — contagem de reticul4citos superior a 100x10°%/L

HPN, Hemoglobindria Paroxistica Nocturna; SS, doenca de células falciformes

homozigdtica.

4.2. Abordagem Clinica

4.2.1. Histdria Clinica e Exame Fisico

Os doentes com anemia podem referir sintomas inespecificos como fadiga, dispneia,

palpitacOes, cefaleias ou cansaco facil. Também podem estar presentes sinais gerais de

anemia, como palidez da pele e mucosas, taquicardia, hipotensdo arterial e sopro sistolico.

Alguns sinais estdo associados a tipos particulares de anemia, como é o caso da queilite
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angular e coiloniquia, associadas a anemia ferropénica; a esplenomegalia, que pode estar

associada a anemias hemoliticas congénitas anemia hemolitica autoimune ou doencas

linfoproliferativas. Os sinais de hemdlise como a ictericia, podem orientar-nos para o

diagnostico de anemias hemoliticas [3,9]. E também importante distinguir se a anemia teve

um inicio subito ou se, por outro lado, teve um inicio insidioso e se ha histéria de hemorragia.

A Tabela 2 resume 0s pontos mais importantes da historia e do exame fisico dos doentes com

anemia.

Tabela 2: Pontos-chave a pesquisar na investigacdo da anemia. Adaptado de [3]

Historia Clinica Exame Fisico
Histdria familiar de anemia Palidez

Raca Ictericia
Inicio agudo/insidioso Petéquias
Hemorragia — urina, fezes, gastrica, pulmonar Temperatura

Infecgdes

Flebotomias

Ictericia, urina escura (traduz hemoglobinaria)
Petéquias

Sintomas de outros 6rgaos

Massas, n6dulos

Consumo de alcool e habitos alimentares

Uso de drogas, habitos medicamentosos

Transfusdes prévias

Taquicardia, hipotensdo arterial
Esplenomegalia

Adenomegalia

O diagndstico etiologico de anemia deve ser determinado combinando dados da

historia clinica, exame fisico, hemograma completo, contagem absoluta de reticulécitos e
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esfregaco de sangue periférico. Dependendo dos dados obtidos a partir da abordagem acima
descrita, serdo necessarios exames mais especificos, laboratoriais ou de outro tipo, para
determinar a causa da anemia.

Na abordagem do doente, devemos ter em conta que a anemia pode ser uma entidade
primaria ou secundaria a outras doencas. Assim, um questionario sistematico e abrangente
torna-se muito importante, uma vez que pode indicar a causa, ou orientar para um grupo mais
restrito de diagndsticos.

Questionar sobre 0s antecedentes pessoais ajuda-nos a perceber se pode haver alguma
entidade nosoldgica que esteja a causar anemia, como, por exemplo, qualquer doenca crénica.
Tendo em conta que a causa mais comum de anemia sdo os défices nutricionais, é
indispensavel saber os habitos alimentares e a ingestdo diaria de bebidas alcoolicas. A histéria
social e ocupacional tem também relevancia no contexto de anemia, uma vez que, por
exemplo, toxicodependentes que consomem drogas injectaveis podem ter doencas virais,
como infeccdo por virus da imunodeficiéncia humana (VIH) e/ou da hepatite C (VHC), que
podem estar associados a anemia. Ja em termos ocupacionais, a exposi¢do a agentes toxicos
para a medula 6ssea, como o chumbo, podem cursar com anemia. Saber 0s habitos
medicamentosos do doente é importante, uma vez que estes podem causar diversas reacgdes
qgue podem levar a anemia, desde aplasia medular a reaccdes hemoliticas. Determinar se ha
historia familiar de anemia, particularmente em criancas, é essencial, uma vez que alguns

tipos de anemia tém caracter hereditéario.

4.2.2. Exames Laboratoriais

A contagem absoluta de reticulocitos € um parametro laboratorial Util, preciso e que

reflecte o estado da eritropoiese [3], sendo essencial na investigacdo etioldgica da anemia.
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Atendendo a este parametro podemos entdo perceber se ha uma resposta compensatéria da
medula Ossea a anemia, com aumento da producdo de eritrécitos (anemias
hiperregenerativas), ou se, por outro lado, a anemia € secundéaria a um défice da producdo de
eritrocitos (anemias hiporregenerativas).

Outro parametro laboratorial de grande importancia na investigacdo e diagndstico
diferencial de anemia é o volume corpuscular médio (VCM), apresentado em fentolitros (fL),
que corresponde ao tamanho médio dos eritrocitos. Até recentemente, a classificacdo das
anemias (microciticas, normociticas ou macrociticas) era apenas baseada neste indice
eritrocitario.

O RDW (red cell distribution width), ou coeficiente de distribuicéo eritrocitario é um
parametro que avalia a percentagem de variacdo de tamanho dos eritrocitos, isto é a
anisocitose

Os trés indices mencionados, quando avaliados em conjunto, auxiliam o diagnéstico
diferencial, direccionando os passos seguintes na investigacao.

O exame do esfregaco de sangue periférico € um dos exames mais informativos no
diagnostico da anemia. Permite confirmar os dados obtidos pelo hemograma que, em algumas
situacbes, como a formacdo de rouleaux ou a presenca de eritrocitos nucleados, podem ser
imprecisos. Além da observacdo dos eritrocitos, permite também a observacdo de outras
linhas celulares, podendo informar sobre a presenca de uma doenca priméaria da medula 6ssea,
ou de doencas infiltrativas. As alteracdes do esfregaco sanguineo podem, em alguns casos,
surgir antes de estas se reflectirem no hemograma, nomeadamente na concentracdo de
hemoglobina ou no VCM. O esfregaco sanguineo tem especial importancia na suspeita de
anemias hemoliticas, uma vez que algumas destas ddo origem a alteracdes morfologicas

caracteristicas nos eritrocitos [3,9].
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4.2.3. Diagnéstico Diferencial

O diagnostico diferencial deve ter em atencdo os dados obtidos na historia clinica,
exame fisico e exames laboratoriais, como explicado nas sec¢des anteriores. De uma forma
global, podemos guiar-nos pelos algoritmos em anexo de forma a chegarmos a um
diagndstico, considerando a contagem absoluta de reticulécitos, o VCM e o esfregaco de

sangue periférico.

5. Anemias Hemoliticas

As anemias hemoliticas fazem parte do grupo das anemias regenerativas e
manifestam-se quando o ritmo da eritropoiese ndo € suficiente para compensar o nimero de
eritrécitos perdidos por hemolise [3].

A hemolise pode ocorrer por dois mecanismos: intravascular e extravascular. A
hemolise intravascular corresponde a destruicdo dos eritrécitos na corrente sanguinea,
havendo libertagio do contetdo eritrocitario para o plasma. E a forma menos comum de
hemolise e pode resultar, por exemplo, de trauma mecanico secundario a lesdo endotelial, a
fixagcdo ou activacdo do complemento, ou por lesdo directa da membrana e destruicdo celular
por agentes infecciosos. A hemdlise extravascular ¢ a forma mais comum de hemolise e €
caracterizada pela remocao e destruicdo dos eritrocitos com alteragdes da membrana pelos
macrofagos do SRE [4].

As anemias hemoliticas podem ser classificadas etiologicamente em hereditarias e em
adquiridas (Tabela 3). As hereditarias resultam de alteracOes intrinsecas dos eritrocitos e
podem dividir-se em defeitos da membrana dos eritrocitos (como, esferocitose e eliptocitose
hereditarias), disturbios da hemoglobina (como, doenga de células falciformes, HbC,

talassémias) e défices de enzimas eritrocitarias (como, défice da cinase do piruvato, défice de
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desidrogenase da glucose-6-fosfato [G6PD]). As adquiridas podem ter diferentes etiologias,
como sindromes de fragmentacao dos globulos vermelhos (GV), a hemoglobindria paroxistica
nocturna (HPN), e podem ser secundarias a agentes fisicos e quimicos, a infeccdes e a
patologias hepatica e renal. As imunes resultam de um mecanismo hemolitico mediado por
anticorpos que pode ou ndo cursar com a activacdo do complemento. Podem ser divididas em
autoimunes, aloimunes e associadas a farmacos. As anemias hemoliticas autoimunes (AHALI)
podem ser primarias, ou estar associadas a outras doencas autoimunes ou a sindromes
linfoproliferativas [3].

Neste trabalho serd discutido com maior relevancia a anemia hemolitica imune,

enguanto os outros tipos serdo apresentados de forma mais sucinta.

5.1. Abordagem Clinica

Para além das caracteristicas gerais que ja foram abordadas, as anemias hemoliticas
podem ter manifestacdes clinicas mais caracteristicas ou sugestivas deste diagnéstico. As
anemias hemoliticas agudas podem cursar com hemoglobindria e, por vezes, com dor dorsal
(particularmente quando a hemolise € intravascular), ictericia, hepatoesplenomegalia ou
esplenomegalia [4].

A anemia é habitualmente normocitica podendo, no entanto, quando a reticulocitose é
muito elevada, haver um ligeiro aumento do VCM. Isto ocorre porque o0s reticuldcitos tém um
VCM de aproximadamente 150 fL, enquanto 0 VCM dos eritrécitos maduros é de 80 a 100fL.
Na avaliacdo da anemia hemolitica, a observacdo do esfregaco de sangue periférico é
essencial e muito informativo, uma vez que ha aspectos morfoldgicos dos eritrocitos que sdo
caracteristicos em algumas doencas. Ndo so a avaliacdo da série vermelha, mas também o
aspecto morfoldgico da série branca e das plaquetas € muito Util, j& que permite excluir ou
confirmar a coexisténcia de doengas hematoldgicas ou malignas [9].
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Tabela 3: Classificacdo de anemias hemoliticas. Adaptado de [10].

Classificacdo de Anemias Hemoliticas

Hereditarias Adquiridas
Défices de enzimas eritrocitarias Imunes
Defeitos da membrana eritrocitaria Autoimunes
Disturbios da hemoglobina AHALI por anticorpos quentes

AHAI por anticorpos frios

AHAI do tipo misto

Aloimunes

Reaccdo hemolitica a transfusédo
Doenca hemolitica do recém-nascido
Aloenxertos

Associada a farmacos

Sindromes de Fragmentacéo dos GV
HPN

Agentes Fisicos e Quimicos
InfeccOes

Secundarias

AHAI, anemia hemolitica autoimune; GV, glébulos vermelhos; HPN, hemoglobiniria

paroxistica nocturna

Os dados da analise bioguimica sdo imprescindiveis para o diagnostico da anemia
hemolitica. Estes traduzem-se por aumento da bilirrubina ndo-conjugada e da desidrogenase
do lactato (LDH) e diminui¢do/auséncia da haptoglobina. Além disso, quando ocorre
hemolise, ha libertacdo de LDH e de hemoglobina para o plasma sanguineo. A hemoglobina
libertada é convertida em bilirrubina ndo-conjugada, como resultado da metabolizacdo do

grupo heme, ou pode ligar-se a haptoglobina no plasma, formando o complexo hemoglobina-
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haptoglobina. A hemoglobina em excesso na circulagdo acaba por saturar a haptoglobina, o
que leva a sua diminuicdo ou mesmo auséncia.
Podem também ser encontradas alteracGes na sumaria de urina, como consequéncia da

hemolise. Nomeadamente, uma urina escura, devido a presenca em excesso de urobilinogénio

[4].

5.2. Anemias Hemoliticas Hereditarias

5.2.1. Defeitos da Membrana Eritrocitaria

5.2.1.1. Organizacdo da Membrana do Eritrocito

A membrana eritrocitaria € um constituinte, estrutural e funcional, essencial para a
normal actividade do glébulo vermelho. E necessaria para a homeostasia interna do eritrdcito,
através da manutencdo de um pH e de um diferencial electrolitico, entre 0 GV e o plasma,
adequados. Além disto, € também responsavel pela caracteristica estrutura bicobncava do GV e
por manter uma fluidez, deformabilidade, osmolaridade e uma raz&o entre a area e o volume
apropriados. Assim, compreende-se que esta estrutura seja fulcral para a resposta a estimulos
do ambiente exterior e consequente adaptacdo do GV [11].

A membrana do eritrdcito é constituida por uma dupla camada lipidica (colesterol e
fosfolipidos) e por um conjunto de proteinas integrais, ou transmembranares, como as
glicoforinas e a proteina de banda 3 (Figura 3) [12], que interagem com as proteinas do
citoesqueleto através do complexo banda 3, anquirina, proteinas 4.1 e 4.2. O citoesqueleto é
formado maioritariamente por espectrina a e [, mas também por outras proteinas COMO a

anquirina, a proteina 4.1 e a actina.
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Figura 3: Estrutura da membrana eritrocitaria. Adaptado de [10]

Os movimentos combinados, horizontais e verticais, entre estas proteinas, regulam a
deformabilidade e a elasticidade do eritrocito em circulacdo (Figura 3) [12]. As interaccOes
verticais, perpendiculares ao plano da membrana, incluem interaccbes entre
espectrina-anquirina-banda3 e sdo responsaveis pela estabilizacdo da dupla camada lipidica.
As interacgdes horizontais, paralelas ao plano da membrana, incluem o local de associagédo
dos heterodimeros de espectrina e sdo responsaveis por manter a integridade estrutural da

membrana, apos a sua exposicao a forcas de cisalhamento [13].

5.2.1.2. Esferocitose Hereditaria

A esferocitose hereditaria (HS) é a anemia hemolitica mais comum nos caucasianos,
com uma incidéncia de 1 em 3000 [14]. Aproximadamente 75% dos casos sdo de transmissao
autossomica dominante, enquanto os restantes sdo de transmissao autossomica recessiva ou

por mutacdes de novo [15]. As caracteristicas mais comuns da HS (autossomica dominante)
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sdo anemia ligeira a moderada, presenca de esferdcitos no esfregaco de sangue periférico e
uma resposta favordvel a esplenectomia. No entanto, € uma doenca pautada pela
heterogeneidade clinica, havendo desde formas assintomaticas, até formas graves que

requerem tratamento desde a infancia [13].

5.2.1.2.1. Fisiopatologia

A HS é provocada por mutacdes nos genes que codificam proteinas estruturais da
membrana do eritrécito, nomeadamente espectrina, anquirina, proteina 4.2 e proteina banda 3,
envolvidas nas suas interaccBGes verticais [14]. Esta alteracdo hereditaria condiciona uma
deficiéncia ou disfuncdo dessas proteinas, diminuindo a area de superficie da membrana e
acelerando o processo de destruicdo do eritrécito. As hipdteses para a explicagdo da
diminuicdo da area de superficie da membrana do eritrocito ainda ndo estdo totalmente
esclarecidas, mas pensa-se que esta devera ocorrer devido a um enfraquecimento das
interacgdes verticais, entre o citoesqueleto e a dupla camada lipidica, ou a diminuigcdo do
efeito estabilizador das proteinas transmembranares sobre as moléculas lipidicas da
membrana [13]. Estes distirbios vdo traduzir-se também numa alteracdo na forma do
eritrécito, que fica mais pequeno e denso, adquirindo a forma esférica (esferdcito),
caracteristico, mas ndo especifico, desta patologia.

A HS pode ser classificada pela quantificacdo densitométrica das proteinas da
membrana, separadas por electroforese de gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) em: (1) défice isolado de espectrina; (2) defice combinado de espectrina e
anquirina; (3) défice de proteina banda 3; (4) défice de proteina 4.2; (5) sem alteracao

identificada. [13].
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Devido & diminuicdo da 4rea de superficie dos eritrécitos normais de 140um? para
cerca de 85pum? nos esferdcitos, os Ultimos s&o mecanicamente frageis e tém uma menor
deformabilidade [11]. Os eritrocitos normais tém a capacidade de se deformar para passar
pelos capilares estreitos da microcirculacdo. Pelo contrario, os eritrocitos na HS, como tém
diminuicdo da sua superficie, perdem a capacidade de se deformar nos capilares mais
estreitos, ficando presos na circulacdo. A incapacidade de deformacdo é ainda agravada pela
desidratacdo celular, caracteristica das células da HS. Os eritrocitos mutados séo
selectivamente destruidos no baco, principalmente nas fenestracbes da parede dos seios

esplénicos, que actuam como filtros da microcirculacdo [11,13].

5.2.1.2.2. Manifestag6es Clinicas e Diagndstico

A esferocitose hereditéaria é uma doenga fenotipicamente muito heterogénea, podendo
apresentar diferentes padr@es clinicos. A gravidade da doenca esta relacionada com a extensao
da diminuicdo da estabilidade mecénica da membrana e com a perda de superficie da
membrana [14] e, portanto, estd também relacionada com o tipo de mutacdo que lhe da
origem.

A clinica pode variar de anemia ligeira a moderada, podendo até ndo haver anemia,
devido a hiperplasia compensatéria da medula 6ssea. E também caracteristica a existéncia de
ictericia nas formas tipicas, muitas vezes flutuante [10], bem como esplenomegalia, que se
agrava gradualmente. A ictericia neonatal € mais comum nos recém-nascidos com HS [14].
Nas formas mais graves ha hemolise severa que pode levar a um estado de dependéncia
transfusional no inicio da vida e na infancia [13].

No esfregago sanguineo observam-se os caracteristicos esferocitos e ha um aumento

da contagem absoluta de reticuldcitos. As formas ligeiras de HS podem ser dificeis de
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diagnosticar, uma vez que podem apesentar valores de hemoglobina e concentraces de
bilirrubina normais [12].

Infecgbes concomitantes, como a mononucleose infecciosa [12] e a infeccdo por
parvovirus B19, podem conduzir a uma crise aplasica, com exacerbacdo dos sintomas da HS
e agravamento da anemia [14].

Em suma, 0 que encontramos nos exames laboratoriais sdo valores de hemoglobina de
8 a 11g/dL, nas formas moderadas, e de 6 a 8g/dL, nas formas graves; esferocitos no
esfregaco sanguineo; aumento dos reticuldcitos, da bilirrubina ndo conjugada, da
aminotransferase de aspartato (AST) e da LDH [14]. No entanto, estas alteraces podem estar
ausentes em individuos com formas ligeiras da doenca.

O diagndstico de HS ocorre frequentemente durante a infancia, ou no inicio da idade
adulta, mas pode ser feito em qualquer idade. Na presenca de histéria familiar de HS e de uma
forma de apresentacdo tipica (histéria e exame fisico tipicos, esfregaco com esferdcitos,
reticulocitose e teste de Coombs negativo), assume-se o diagnostico de HS, que deve ser
confirmado por exames mais especificos. Nas formas de apresentacdo atipica, sem historia
familiar, e quando outras formas de hemdlise foram excluidas, os exames laboratoriais
indicados para fazer o diagndstico definitivo sdo o teste da eosina-5-maleimida (EMA) e o
teste de criohemdlise. Em casos seleccionados pode ser necessaria a confirmacdo do

diagndstico por SDS-PAGE. O teste da fragilidade osmética ndo esté indicado [12].

5.2.1.2.3. Tratamento

Para além do suporte transfusional, se a anemia for sintomaética, a esplenectomia é o
tratamento de eleicdo nos individuos com HS moderada e grave, j& que aumenta a

sobrevivéncia dos eritrocitos, diminuindo a gravidade da anemia e a da hiperbilirrubinémia.
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Assim, os doentes devem ser seleccionados para serem sujeitos a esplenectomia de acordo
com as manifestacOes clinicas e complicacbes da doenca e ndo apenas pelo diagndstico de
HS. A esplenectomia esta indicada em criancas com doenca severa e em doentes com
complicacdes, como litiase vesicular, e deve ser considerada em criancas com doenca
moderada. E preciso ter em conta os riscos da esplenectomia, nomeadamente de infeccdes
durante toda a vida, principalmente por espécies pneumocdcicas, meningocécicas e por
Haemophylus influenza do tipo b, sendo necessario realizar profilaxia antibidtica e vacinacdo
adequadas [12]. Todos os individuos com HS moderada a grave devem fazer terapéutica com

acido folico (Img/dia) [13].

5.2.1.3. Eliptocitose Hereditaria

A Eliptocitose Hereditaria (HE) é uma doenca de hereditariedade autossémica
dominante, provocada por um defeito nos heterodimeros de espectrina (mutagdes na a-
espectrina, B-espectrina, glicoforina C, entre outras), que ndo se conseguem associar em
heterotetrameros, provocando defeitos nas interac¢fes horizontais da membrana do eritrécito
[16].

E uma doenca comum em éareas endémicas de malaria na Africa Ocidental
(prevaléncia de 2%) [15]. A sua verdadeira incidéncia é dificil de avaliar, uma vez que a
maioria dos doentes é assintomatica.

Clinica e laboratorialmente, a EH tem caracteristicas semelhantes a HS, excepto no
esfregaco de sangue periférico que apresenta eliptocitos e poiquilocitose. Os doentes sdo
geralmente assintomaticos, mas aproximadamente 10% podem ter uma forma moderada ou
grave de anemia, particularmente nas formas homozigdticas ou duplamente

heterozigoticas[15].
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Tal como na HS, os doentes com eliptocitose hereditaria com hemdlise sintomatica
beneficiam do tratamento cirdrgico por esplenectomia. Devem ser tomadas as mesmas
precaucOes em relacdo ao risco aumentado de infeccdes (vacinacdo e profilaxia antibiotica)

[16].

5.2.2. Defeitos das Enzimas Eritrocitarias

O glébulo vermelho, de forma a cumprir todas as suas fungdes, tem que ter a
capacidade de gerar energia sob a forma de trifosfato de adenosina (ATP); manter a
capacidade de redugdo, conseguindo uma reducdo continua da metahemoglobina a
hemoglobina e protegendo o GV das agressdes oxidativas, através da producdo de uma razédo
elevada de NADH:NAD (nicotinamida-adenina-dinucleétido) e de NADPH:NADP
(nicotinamida adenina dinucleétido fosfato), respectivamente; e manter uma elevada
concentracdo de 2,3BPG (2,3 bisfosfoglicerato), um metabolito crucial para a regulagcéo da
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Estes 4 compostos sdo compostos intermediarios de
duas importantes vias metabdlicas do GV: a via glicolitica de Embden-Meyerhof e a via das
pentoses fosfato (Figura 4). Para o funcionamento destas vias metabdlicas sdo essenciais as
enzimas glicoliticas intervenientes, que no caso de se encontrarem deficientes, serdo causa de
patologia [16,17]. E também importante que o metabolismo dos nucleétidos esteja integro
para a manutencao dos nucleétidos de purina e pirimidina.

As enzimopatias relacionadas com as vias acima descritas estdo geralmente associadas
a estados de anemia hemolitica cronica, a excepcdo das enzimopatias da via das pentoses
fosfato e do metabolismo do glutatido, que podem cursar com crises agudas de hemolise apds

exposicao a substancias oxidantes [17]
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As duas patologias mais comuns deste grupo séo o défice de G6PD (desidrogenase da

glicose-6-fosfato) e o défice de PK (cinase do piruvato) que serdo discutidas sucintamente.
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Figura 4: Via glicolitica de Embden-Meyerhof e as suas interac¢cbes com a via da

pentose fosfato e com o shunt Luebering-Rapoport. Adaptado de [10].

5.2.2.1. Défice de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase

A G6PD (destacada com contorno vermelho na Figura 4) tem um papel importante na
reducdo do NADP a NADPH, que € necessario para a producéo do glutatido reduzido e, deste
modo, o seu défice origina um aumento da susceptibilidade do GV ao stresse oxidativo. A

actividade da G6PD diminui a medida que o eritrécito vai envelhecendo, tendo uma semivida
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de aproximadamente 60 dias. Os reticuldcitos tém uma actividade enzimatica 5 vezes superior
a subpopulacéo de eritrocitos mais velhos [16].

O deéfice de G6PD é uma patologia comum, afectando cerca de 400 milhdes de
pessoas em todo o mundo, tendo uma distribui¢do global muito semelhante a distribuicdo da
malaria (Africa, regido mediterranica, Médio Oriente e Asia Subtropical), apoiando a hiptese
que a patologia confere alguma resisténcia as complicacfes da infeccdo por plasmodium. No
entanto, devido aos fendmenos de emigracdo, também é encontrada na América do Norte,
Ameérica do Sul e Europa do Norte [14,17].

A doenca tem um padrdo de hereditariedade ligado ao cromossoma X, manifestando-
se predominantemente em individuos do sexo masculino, podendo, no entanto, as mulheres
heterozigoticas manifestar também a doenca.

Foram identificadas mais de 300 variantes de G6PD e estas podem ser divididas em 3
categorias tendo em conta o tipo de hemdlise que causam: variantes associadas a anemia
hemolitica aguda intermitente (as variantes mais comuns, sendo algumas delas endémicas);
variantes associadas a anemia hemolitica cronica (raras); variantes que ndo estdo associadas
ao risco de hemdlise significativa (raras) [16]. As variantes mais prevalentes sdo a G6PD A-

(encontrada nos africanos) e a GP6D Mediterranica [14].

5.2.2.1.1. Manifestagdes Clinicas e Diagndstico

As principais manifestacdes clinicas sdo anemia hemolitica aguda desencadeada por
ingestdo de farmacos, de favas, ou por infeccGes, € a ictericia neonatal. A anemia hemolitica
pode ter gravidade variavel, indo de moderada a grave com necessidade de transfusdo. As
crises agudas tém inicio um a trés dias ap0s 0 evento desencadeante e consistem em anemia,

hemoglobindria e ictericia. A hemoglobinuria que resulta de uma crise hemolitica despoletada
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por ingestdo de favas € comumente mais grave do que a que resulta da ingestdo de farmacos
ou da que é desencadeada por infec¢do, mas, geralmente, a concentracéo de bilirrubina é mais
baixa. Até ao 7 a 8° dias ap0s a suspensao do farmaco ainda se verifica um agravamento da
anemia, constatando-se aproximadamente ap0s 0 12° dia, uma recuperacdo dos valores da
hemoglobina. A hemoglobinaria pode provocar insuficiéncia renal aguda, principalmente em
adultos. A ictericia neonatal é mais comum em individuos com défice de G6PD do que em
individuos normais [14,16,17].

Uma pequena proporc¢do de doentes pode apresentar anemia hemolitica cronica.

Laboratorialmente, e durante as crises agudas, € comum haver um aumento da
contagem absoluta dos reticulécitos, da bilirrubina, da AST e da LDH, devido a hemolise. No
esfregaco sanguineo os achados inespecificos como anisocitose e policromasia sdo frequentes,
mas também podem ser observados corpos de Heinz que correspondem a precipitacdo da
hemoglobina que € desnhaturada devido a excessiva oxidacao (“bite-cells™) [14,17].

O diagndstico do défice de G6PD ¢é baseado na deteccdo da metabolizacdo de NADP a
NADPH por anélise espectrofotométrica quantitativa ou, mais convenientemente, por um
teste de rastreio rapido por fluorescéncia [16]. Durante a crise aguda, ou imediatamente ap0s a
sua resolucdo, o teste de rastreio rapido pode dar um falso negativo, uma vez que ha
reticulocitose e uma populacdo de GV mais jovens com actividade enzimatica normal ou
quase normal. Se se suspeitar fortemente de défice de G6PD, o teste deve ser repetido

posteriormente, apos resolucdo do episddio de hemolise [14].

5.2.2.1.2. Tratamento

O tratamento consiste na suspensdo do agente etiologico do episodio de hemolise,

nomeadamente farmacos ou favas. Na eventualidade de ter sido uma infeccdo a precipitar o
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episédio hemolitico, deve tratar-se a mesma. Os doentes devem ser aconselhados sobre os
farmacos e alimentos a evitar por poderem precipitar um episodio de anemia hemolitica aguda
[14].

O suporte transfusional pode estar indicado quando a anemia € grave e sintomatica

[16].

5.2.2.2. Défice de Cinase do Piruvato

A cinase do piruvato (PK) (destacado com contorno laranja na Figura 4) é uma enzima
reguladora da via glicolitica, responsavel pela producdo de ATP no eritrocito.

O défice de cinase do piruvato é a enzimopatia associada a anemia hemolitica crénica
mais comum [17]. A prevaléncia estimada é de 51 casos por milhdo na populagdo caucasiana
[17], sendo mais frequente em individuos do norte da Europa e da China [16].

E uma doenca de hereditariedade autossomica recessiva e os individuos afectados
podem ser homozig6ticos para a mesma mutacdo, ou duplamente heterozigdticos para
diferentes mutacGes. Existe uma correlacdo entre o local da mutagéo e a gravidade da doenca.

Jé foram identificadas mais de 150 mutacgBes diferentes [16].

5.2.2.2.1. Manifestacdes Clinicas, Diagnostico e Terapéutica

O défice de PK esta associado a anemia hemolitica cronica. A gravidade do processo
hemolitico é muito variavel, podendo ir, muito raramente, de anemia hemolitica dependente
de transfusdo desde o nascimento, a anemia hemolitica crénica de gravidade moderada a
totalmente compensada. A anemia neste ultimo grupo é geralmente bem tolerada, motivada

por um desvio da curva de dissocia¢do da hemoglobina para a direita, devido a acumulacéo de
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2,3 BPG, um produto intermediario da via glicolitica, que diminui a afinidade da hemoglobina
pelo O,, fazendo com que o oxigénio se liberte mais facilmente para os tecidos [14].

Nas formas menos graves, manifesta-se desde a infancia, com anemia, ictericia e
esplenomegalia [14,16]. Os doentes com hemolise grave apresentam habitualmente ictericia
cronica, podendo desenvolver complicacdes como calculos biliares (normalmente na primeira
década de vida e frequentemente assintomaticos), crises de anemia aplasica transitorias
(associadas a infecgcdo por parvovirus), defice de acido fdlico e, raramente, Ulceras cutaneas
[16].

Laboratorialmente os achados sdo os esperados numa situacdo de hemdlise, com
aumento da bilirrubina ndo conjugada, da LDH e dos reticulécitos. O esfregaco de sangue
periférico apresenta achados inespecificos como células pequenas, densas e espiculadas [14].

A suspeita clinica de défice de PK deve ser confirmada através de um teste enzimatico
guantitativo. Para a realizacdo do teste é necessario remover os leucocitos da suspensao de
eritrocitos antes de fazer o hemolisado destas células, uma vez que os leucécitos possuem 300
vezes mais actividade de cinase do piruvato do que os eritrocitos. Além disso, os leucdcitos
possuem uma isoenzima que tem actividade normal nos individuos com défice de PK. Na
presenca de um quadro clinico de anemia hemolitica cronica ndo esferocitica, deve ser
considerada a existéncia de hemoglobina instavel, pelo que é aconselhada a realizacdo de um
teste de instabilidade da hemoglobina [17].

Actualmente estes testes tém sido substituidos por testes de deteccdo da mutacdo
especifica da enzima no ADN (&cido desoxirribonucleico complementar) ou a nivel
genoémico. E também pertinente fazer o estudo familiar do individuo afectado, uma vez que a
maioria dos casos esporadicos da doenca séo heterozigoticos compostos, podendo esse estudo
ajudar no diagnostico [16]. Por outro lado, pode também oferecer-se a possibilidade aos pais

da realizacdo de diagnostico pré-natal nas gravidezes subsequentes [14].
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O tratamento vai depender da gravidade da anemia. E aconselhada a suplementac&o
com 4&cido fdlico em todos os doentes. Nos casos de maior gravidade com dependéncia
transfusional associada a sobrecarga de ferro, deve ser realizada terapéutica de quelacdo do
ferro. Deve considerar-se a hipotese de realizar uma esplenectomia, com as profilaxias ja
referidas anteriormente. Contudo, nos casos em que € possivel, deve esperar-se até depois dos
3 anos de idade, quando a probabilidade de infeccbes por pneumococos, Hemophilus
influenza e meningococos é menor [16].

Nos doentes com anemia moderada o suporte transfusional pode ser necessario,
nomeadamente em situagdes infecciosas e de stresse fisiolégico como a gravidez e no periodo

pré-natal [14].

5.2.3. Disturbios da Hemoglobina

As hemoglobinopatias sdo doencas hereditarias da sintese das cadeias de globina, que
incluem doencas em que ha uma diminuicdo da producdo das cadeias de globina (talassemias)
e doencas em que se verifica uma alteragéo estrutural da cadeia de globina, resultando numa
cadeia de hemoglobina estruturalmente anormal (variantes de hemoglobinas)[18].

As hemoglobinopatias sdo o distdrbio genético mais comum em todo o mundo,
estimando-se que cerca de 7% da populacdo seja portadora, sendo um problema major de
satde a nivel mundial [19]. As hemoglobinopatias mais significativas e mais prevalentes sdo
as talassemias e a doenca de células falciformes. As talassemias ocorrem com maior
frequéncia na regido do Mediterraneo, no Médio Oriente, no subcontinente Indiano e no
Sudeste Asiatico. Alguns estudos sugerem fortemente que existe uma associacdo entre a
presenca de um trago o ou [P-talassémico e a proteccdo a infeccdo pelo Plasmodium

falciparum em areas em que este é ou foi endémico, explicando a elevada frequéncia de
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portadores por seleccdo natural [20]. O gene das células falciformes esta largamente
distribuido em Africa, nas Caraibas, regido este da Arabia Saudita, regifo central e sul da
india e no Mediterraneo [14].

As sindromes talassémicas e as variantes de Hb podem ser herdadas ou causadas por
mutacgdes de novo, dominantes ou recessivas [21].

Existem varios genes responsaveis pela codificacdo das globinas, que estdo
localizados nos cromossomas 11 (cluster das globinas B) e 16 (cluster das globinas o).

As hemoglobinopatias podem ser classificadas primariamente em talassemias
(distarbios quantitativos) e variantes de hemoglobinas (distdrbios qualitativos). As
talassemias podem, posteriormente, ser classificadas com base no gene envolvido (o e P
talassemias). Estas podem ainda ser subdivididas em o, B* ou o, BO, consoante existe alguma
sintese de globina (+), ou se ndo ha producdo da globina correspondente (0), resultante da
mutacdo presente [21]. De acordo com a clinica, as -talassemias podem ser divididas em
B-talassemia major (anemia severa dependente de transfusdes), [B-talassemia minor
(assintomatico) e B-talassemia intermedia (com caracteristicas intermédias) [22].

Por serem as doencas de maior relevo dentro das hemoglobinopatias e por uma das
suas consequéncias ser a anemia hemolitica, a o-talassemia, a f-talassemia e a doenca de
células falciformes serdo brevemente discutidas.

Além das doencas ja referenciadas, existe ainda outro grupo de hemoglobinopatias que

podem cursar com anemia hemolitica que s@o apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4: Outras hemoglobinopatias que podem cursar com anemia hemolitica.

Adaptado de [18].

Tipo de hemoglobinopatia

Caracteristicas do sangue
periférico

Testes de diagndstico
necessarios

Hemoglobina C
homozigotia ou heterozigotia
composta para HbC e 3
talassemia

Hemoglobinas instaveis

Células em alvo e células
irregularmente contraidas,
hipocromia e  microcitose
variaveis, por vezes cristais de
HbC; VCM e HCM por vezes
reduzidos
Células irregularmente
contraidas, gueratocitos,
macrocitose, policromasia;
VCM pode estar aumentado e
diminuicdo do CHCM

CLAR, electroforese capilar ou
CAM

CLAR, electroforese capilar ou
CAM, teste de instabilidade por
calor ou teste de instabilidade
de isopropanol, preparagdo de
corpos de Heinz (positivo em

episddios agudos de hemolise,
principalmente em
esplenectomizados); andlise de
ADN ou espectrometria de
massa

CLAR, cromatografia liquida de alta resolucdo; CAM, electroforese em membrana de

acetato de celulose em pH alcalino.

5.2.3.1. a-talassemia

Em individuos normais, a sintese da globina a ¢ regulada por quatro genes, dois em
cada copia do cromossoma 16 [23]. As sindromes a-talassémicas sdo normalmente causadas
pela delecdo de um ou mais genes de a-globina, sendo classificadas de acordo com o nimero
de genes que sdo delectados ou mutados. A diminui¢do da producdo de a-globina é
directamente proporcional ao niumero de genes delectados [24]. Assim, a delecdo de um gene
corresponde a o -talassemia; dois genes delectados no mesmo cromossoma, ou uma
cis-delec¢do, originam o’-talassemia; trés genes delectados corresponde a doenca por HbH
(B4); se os quatros genes estiverem delectados, ocorre hidropsia fetal por Hemoglobina de

Bart (y4) [25].

37



Como resultado destas mutagdes, ha uma diminuicdo dos tetrdmeros funcionantes de
hemoglobina, uma vez que a o-globina é necessaria a producdo de Hemoglobina A (a2p2),
Hemoglobina A; (a262) e Hemoglobina Fetal (a2y2), importante no desenvolvimento fetal

[26].

5.2.3.1.1. Manifestag6es Clinicas, Diagndéstico e Tratamento

As manifestacdes clinicas da maioria dos individuos com o-talassemia sdo muito
ligeiras, e podem néo ser notadas ao longo da vida, a menos que um hemograma de rotina seja
analisado [23].

A deleccdo de um ou de dois genes é clinicamente assintomaética, apesar de estar
associada a diferentes graus de microcitose e anemia [24]. A o -talassemia esta associada a
anemia microcitica hipocrémica ligeira, sem hemolise [25].

A doenca da Hemoglobina H ocorre nos individuos que tém 3 genes delectados, sendo
que estes produzem menos de 30% da quantidade normal de a-globina [23]. Estes doentes
tém um aumento da hemdlise, anemia ligeira a moderada (8,1-11,1 g/dL) e microcitose e
hipocromia marcadas (VCM de 62-67fL e HCM de 19pg) [24]. A hemdlise ocorre devido a
um excesso de acumulagdo de subunidades de B-globinas que se associam em tetrameros 3
(Hemoglobina H). A HbH é relativamente instavel e vai precipitando a medida que o
eritrécito envelhece, formando corpos de inclusdo que danificam a célula e diminuem a sua
semivida [25]. E frequente haver esplenomegalia, ictericia e colelitiase (15-34%) secundaria &
hemolise. Os niveis de hemoglobina podem descer abruptamente, mais comummente em
criancas, em contexto infeccioso, em estados febris ou por exposicdo a agentes oxidantes
[23,24]. A anemia pode ainda surgir devido a uma aplasia eritroide transitoria induzida por

virus, nomeadamente por parvovirus. Por aumento da absorc¢éo intestinal de ferro, estimulada
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pelo aumento da eritropoiese e da hemolise, os doentes adultos podem desenvolver
sobrecarga de ferro [24]. As formas ndo delecionais da doenca condicionam um quadro
clinico mais grave do que os da forma, mais comum, delecional [23].

A Hidropsia Fetal por Hemoglobina de Bart ¢ a forma mais grave de o-talassemia,
sendo normalmente fatal durante a fase tardia da gravidez (23-38 semanas) ou pouco depois
do nascimento [23,25]. A principal hemoglobina do feto (oyy,) estd ausente por nao existir
sintese de a-globina. O feto passa entdo a ter HbBart (y4) (80% da hemoglobina do feto) e Hb
Portland ((2y2) [24]. A Hb Portland é a Unica hemoglobina funcional que o feto possui,
permitindo a sua sobrevivéncia até ao terceiro trimestre de gestacdo. A Hb Bart ndo é
eficiente como transportadora de oxigénio, apresentando uma elevada afinidade pelo
oxigénio, nao o libertando nos tecidos em condicGes fisioldgicas, pelo que surge hidrépsia
fetal resultante da hipoxia grave [24,25]. Durante a gravidez dos fetos com Hb Bart podem
surgir complicacdes tais como hipertensdo induzida pela gravidez, toxemia, hemorragia
anteparto, prematuridade e sofrimento fetal [24].

A suspeita diagnostica de o-talassemia baseia-se em factores como a presenca de
anemia microcitica e hipocromica com ferritina normal, histéria familiar de anemia e pela
etnicidade dos doentes, principalmente se estes forem originarios de locais como o Médio
Oriente, Norte de Africa e Sudeste Asiatico[27]. A investigacdo diagnéstica, nestes casos,
deve entdo incluir um hemograma completo com estudo do ferro, cromatografia liquida de
alta resolucdo (CLAR) ou electroforese da hemoglobina e, eventualmente, medi¢édo da razéo
de a/B-globinas, sendo que este Ultimo método pode ser substituido pela analise de ADN
[21,23].

A o’-talassemia e a o'-talassemia ndo necessitam de tratamento especifico a menos
que os doentes apresentem anemia, no entanto € necessario excluir um eventual défice

nutricional de ferro como causa da anemia [23,27].
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O tratamento da doenca HbH passa pela suplementacdo com acido félico [27] e por
transfusdes sanguineas periodicas, principalmente durante intercorréncias infecciosas e por
vezes durante a gravidez [23,24,27]. A necessidade crdnica de transfusdes ndo € comum mas,
em formas mais graves da doenca, pode ser necessario, mesmo a partir da infancia. Em
algumas situacdes, devido a gravidade da hemolise e da esplenomegalia, é necessario recorrer
a esplenectomia [23,27].

A maioria das gravidezes em que se sabe que o feto tem sindrome de Hidropsia Fetal
por Hemoglobina de Bart sdo interrompidas [23]. Nos altimos anos, foram reportados casos
de criancas com esta sindrome que foram transfundidos logo ap6s o nascimento ou que
receberam transfusdes intra-uterinas, e sobreviveram. Estas criancas continuam a ser tratadas
com transfusbes regulares e sdo bons candidatos para transplante de células progenitoras

hematopoiéticas [23,24].

5.2.3.2. B-talassemias

As sindromes [-talassémicas sdo caracterizadas por diminuicdo ou auséncia da
producdo de B-globinas, que resultam numa diminui¢do da quantidade de hemoglobina nos
eritrécitos, diminuicdo da producdo de eritrcitos e anemia [22].

Estima-se que 1,5% da populacdo global seja portadora de B-talassemia e que nasgam
60000 criancas sintométicas por ano, predominantemente em paises em vias de
desenvolvimento. A B-talassemia é prevalente nos paises mediterranicos, no Médio Oriente,
na Asia Central, na india e na regifo do sudeste chinés [20,22].

A sintese de B-globinas ¢ controlada por dois genes 3, um em cada cromossoma 11 e,
como j& foi referido, podem ser classificadas em p’-talassemia, quando ha auséncia de

producio de B-globinas, ou em B*-talassemia quando ha um diminui¢do marcada da producéo
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de B-globinas [25]. Individuos com uma muta¢do [B-talassémica ¢ um gene de B-globina
normal tém trago B-talassémico [14].

Apesar da heterogeneidade molecular marcada da p-talassemia, o fenotipo clinico
destas doencas é bastante homogéneo, devido a base fisiopatoldgica da doenca [25]. Assim, a
sintese de cadeias de B-globinas ¢ insuficiente para emparelharem com as cadeias de a-
globina de modo a formar a HbA. As a-globinas ficam entdo em excesso e acabam por
precipitar nos percursores eritrdéides na medula 6ssea, levando a sua destruicdo prematura e a
eritropoiese ineficaz [20,22,25].

Os trés fenotipos clinicos sdo a B-talassemia major, intermedia e minor e estdo

associados a mais de 200 mutacdes diferentes [20,22].

5.2.3.2.1. Manifestactes Clinicas

5.2.3.2.1.1. p-talassemia Major

E a forma de apresentacdo das formas homozigoticas ou heterozigGticas compostas da
mutacdo [25,27], e caracteriza-se por anemia grave (<7g/dL) hipocromica (CHM<20pg) e
microcitica (VCM<70fL), dependente de transfusbes, condicionada por uma marcada
ineficacia da eritropoiese, e que se manifesta entre os 6 e 0s 24 meses de idade [20,25]. Os
doentes apresentam baixo crescimento ponderal, recusa alimentar, diarreia, crises febris
recorrentes, irritabilidade e hepatoesplenomegalia, que condicionam aumento progressivo do
abdémen [20,22,27]. A talassemia major é caracterizada por atraso de crescimento e da
maturacdo sexual, palidez, ictericia, diminuicdo da massa muscular, hepatoesplenomegélia,
ulceras dos membros inferiores e alteracBes esqueléticas resultantes da expansdo medular,
caracteristicas da doenca (deformidades dos ossos longos dos membros inferiores,

bosseladura do cranio, proeminéncia malar, hipertrofia da maxila, depressdo da cartilagem do
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septo nasal e tendéncia para a presenca de epicanto) [22]. Na auséncia de tratamento ou se
fizerem uma terapéutica parcial, estes doentes morrem na primeira ou segunda década de vida

[20].

5.2.3.2.1.2. p-talassemia Intermedia

A talassemia intermedia manifesta-se mais tardiamente que a talassemia major, por
volta dos 2 aos 6 anos [20]. Os doentes apresentam anemia hemolitica moderada a grave (Hb
7-10g/dL), parcialmente compensada, com VCM de 50-80fL e HCM entre 16 e 24pg, que ndo
necessita de transfus@es cronicas [20,22,25]. Tem um espectro clinico que varia desde doentes
que sobrevivem sem transfusdes sanguineas periddicas, mas com atraso do desenvolvimento e
crescimento, a doentes que sdo assintomaticos até a idade adulta, altura em que manifestam
anemia ligeira [22]. Estes doentes podem também apresentar sintomas relacionados com a
eritropoiese extramedular e com a hipertrofia medular, como compressao da medula vertebral
com paraplegia, deformidades 6sseas e da face, osteoporose, fracturas patologicas dos 0ssos
longos e massas eritropoiéticas [20,22]. Também tém maior predisposi¢do para desenvolver
Ulceras dos membros inferiores e para eventos tromboembdlicos que os doentes com
talassemia major, principalmente se forem esplenectomizados. Devido a hemolise, é comum
apresentarem esplenomegalia e colelitiase. Pode haver compromisso cardiaco devido ao

estado de alto débito e a hipertensdo pulmonar [22].

5.2.3.2.1.3. p-talassemia Minor

Os portadores de beta-talassemia minor sdo frequentemente assintomaticos. Podem ter
anemia microcitica e hipocromica ligeira, que ndo compromete a sua qualidade de vida

[20,22,27].
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5.2.3.2.2. Diagnostico

Perante uma anemia microcitica e hipocrdmica, apds excluida sideropenia, deve
suspeitar-se de uma hemoglobinopatia. A p-talassemia major deve ser uma hipotese de
diagndstico a colocar perante uma crianga, de origem étnica apropriada, que desenvolve este
tipo de anemia, ictericia e hepatoesplenomegalia, antes dos dois de idade. Deve suspeitar-se
de B-talassemia intermédia em criancas mais velhas, também de origem étnica apropriada,
com caracteristicas clinicas semelhantes, mas mais ligeiras [18,22].

A partir do momento em que hé& suspeita clinica, deve fazer-se um hemograma
completo, esfregaco sanguineo, seguido da aplicacdo de uma técnica primaria de diagnéstico
como a CLAR, ou electroforese em membrana de acetato de celulose ou electroforese capilar,
com quantificacdo de HbF e HbA, [18]. Na B-talassemia major a HbA esta ausente, ou
presente numa pequena percentagem, a HbF constitui cerca de 92 a 95% da Hb total e a HbA,
é variavel. Na B-talassemia intermédia é identificada uma pequena percentagem de HbA
(maior que na talassemia major), estando também presente HbF em grandes quantidades (70 a
90%) e a HbA,. Na talassemia minor a HbA; é superior a 3,2% [18,22]. Em ambos 0s casos é
necessario estudar os pais da crianca e, no caso de ambos serem heterozig6ticos para a
mutacéo, fazer o aconselhamento em relacéo a futuras gravidezes [18,20,22]. No esfregaco de
sangue periférico podem encontrar-se vérias alteragdes morfoldgicas dos eritrocitos como
hipocromia, microcitose, poiquilocitose, anisocitose e eritrocitos nucleados. A quantidade de
eritrécitos nucleados esta relacionada com a gravidade da anemia e estdo mais elevados apds

esplenectomia [22].

5.2.3.2.3. Tratamento

O tratamento da p-talassemia major assenta na terapia transfusional regular

acompanhado de uma terapéutica de quelacdo do ferro eficaz [19,20,22,27]. O objectivo das
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transfusdes € a correccdo da anemia, supressdo da eritropoiese e inibicdo da absorgdo
intestinal de ferro [22]. As transfusGes devem ser iniciadas quando ha anemia grave (Hb
<7g/dL), excluindo outras causas que contribuam para a anemia [22,27], com 0 objectivo de
atingir valores de Hb entre 13 e 14g/dL pds-transfusdo, de modo a manter valores basais de 9
a 10 g/dL [20]. A terapéutica curativa da PB-talassemia major € o transplante de células
progenitoras hematopoiéticas, se for encontrado um dador compativel [19,20,22,27]. Ha que
ter em conta também a terapéutica das complicacdes, tanto da doenca, como da terapéutica,
nomeadamente a sobrecarga de ferro, que tem como consequéncia complicacdes
multiorganicas. Tanto na B-talassemia major como na p-talassemia intermedia ha, em
algumas situacdes, a necessidade de submeter o doente a uma esplenectomia. O objectivo
desta é proteger contra os efeitos da hematopoiese extramedular ao aumentar os niveis de Hb,
ao diminuir a necessidade de transfus@es e, consequentemente, diminuir a sobrecarga de ferro
[27]. Em doentes com B-talassemia major, a esplenectomia esta indicada se forem necessarios
mais de 200mL/kg de concentrado eritrocitario num ano para manter uma concentracdo de Hb
superior a 10g/dL, assumindo gque ndo existem outras razGes para 0 aumento do consumo de
glébulos vermelhos. Outras indicacdes incluem, tanto nas major como nas intermedia,
leucopenia, trombocitopenia e sobrecarga de ferro que persiste mesmo com o tratamento [20].

A terapéutica da B-talassemia intermedia é sintomatica [22] e pode também incluir
transfusbes sanguineas regulares, sendo avaliada a sua necessidade em cada caso [19,20]. A
terapia de quelacdo do ferro é ndo s necessaria devido a sobrecarga de ferro que advém das
transfusdes, mas também por um aumento da absorcdo de ferro ao nivel do tracto
gastrintestinal, por eritropoiese ineficaz [20,22,27].

A pB-talassemia minor ndo tem tratamento especifico e devem ser evitados o0s

suplementos de ferro, a menos que haja um défice de ferro concomitante [19,20,27]. As
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gravidas com B-talassemia minor podem necessitar de suplementacdo com éacido fdlico e

transfusdes sanguineas, usualmente no terceiro trimestre de gravidez [27].

5.2.3.3. Anemia de Ceélulas Falciformes

Nascem cerca de 250 000 criangas com doenca de células falciformes por ano, sendo
que a maioria € originaria do continente africano, apesar de, com os fenémenos de emigracéo,
esta se ter tornado também comum nos Estados Unidos da América e na Europa [28]. A
doenca tem maior prevaléncia em africanos negros, negros da regido das Caraibas e britanicos
negros, embora também seja prevalente no Médio Oriente, india e subcontinente indiano [29].

A hemoglobina S (HbS) resulta da substituicdo de um aminoé&cido, o &cido glutamico
por valina, no 6° residuo da subunidade de B-globina: B°-Glu—Val. Esta condi¢do é
transmitida de forma autossémica recessiva [25].

O termo “doen¢a de células falciformes” refere-se tanto a anemia de células
falciformes (homozigotia para o alelo HbS, doenga da hemoglobina SS), como a estados
heterozigo6ticos compostos, como a doenga da hemoglobina SC e a SP-talassemia, isto é,
quando sdo herdadas duas hemoglobinas anormais, em que pelo menos uma é a HbS,
deixando fora desta definicdo a heterozigotia para HbS, também chamado traco falciforme,
que ndo apresenta anomalias clinicas [14,18,28].

A HbS polimeriza quando é desoxigenada, distorcendo a morfologia do eritrocito que
assume a caracteristica forma em foice ou crescente alongado [14,25,28]. A reaccdo de
polimerizacdo, e consequente falciformacdo, € irreversivel com a reoxigenagdo da
hemoglobina. Os ciclos repetidos de falciformacgdo danificam a membrana dos eritrocitos,
levando a alteracfes da permeabilidade e a desidratacdo celular que causam uma destruicédo
prematura das células (semivida de 16-20 dias [29]). Por outro lado, as células falciformes sao

rigidas, aumentando a viscosidade sanguinea e obstruindo o fluxo sanguineo capilar,
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causando hipoxia tecidual [14,25]. Além da rigidez, ha também todo um enquadramento
complexo de inflamac&o cronica, com libertacdo de grandes concentracdes de mediadores de
inflamacédo e radicais livres, que contribuem para a alteracdo do fluxo sanguineo e para a
agressdo tecidual [29]. Existem ainda situacfes que precipitam a falciformacéo: infeccdes,
febre, situacOes de hipoxia, desidratacéo e exposic¢éo ao frio [14,28].

Clinicamente, as formas mais graves da doenca sdo a HbSS e HbSp [14,28,29].

5.2.3.3.1. Manifestacoes Clinicas

A clinica da doenga é muito variavel, sendo que uma minoria tem uma forma da
doenca com poucas complica¢cdes, uma maioria tem formas intermédias e outra minoria tem
formas graves da doenca com complicagdes graves. A sobrevivéncia nas formas mais ligeiras
pode ir até aos 60 ou 70 anos, enquanto nas formas mais graves ha lesdo organica substancial
e morte precoce [28]. Os sintomas ndo sdo comuns antes dos 6 meses de idade, devido a
elevada concentracdo de HbF, que reduz a polimerizagéo da HbS [14].

As principais caracteristicas da doenca sdo a anemia hemolitica cronica, com uma Hb
de 60 a 90g/dL (na doenca HbSS), as crises agudas de dor (nas criangas e jovens ocorre com
maior frequéncia nos 0ssos das méos e pes — dactilite — e nos adulto ocorre mais comummente
nos 0ssos longos, coluna vertebral e regido pélvica) devido a isquémia tecidual e inflamacéo
aguda por vasoclusao [14,28,29]. As crises de dor sdo responsaveis por mais de 90% das
hospitalizacdes em doentes adultos com doenca de células falciformes [28]. A sindrome
torécica aguda, definida como dor torécica, hipoxia, febre, tosse e taquipneia e/ou dispneia e 0
aparecimento de um infiltrado pulmonar de novo na radiografia toracica, é a segunda causa
mais comum de hospitalizacdo nestes doentes [14]. Outras possiveis manifestagdes clinicas da

doenca estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 5: Manifestacbes Clinicas da Doenca de Celulas Falciformes. Adaptado de

[14,28-30].

Sistema

Manifestacdo Aguda

Manifestacdo Cronica

Sistema Nervoso Central
Olho

Sistema Cardio-pulmonar
Sistema Hepatobiliar

Sistema Geniturinério

Sistema Musculosquelético

Pele
Outro

AVC (isquémico ou
hemorragico)
Hemorragia do vitreo
Descolamento da retina
Sindrome toracica aguda
Hepatopatia

Necrose papilar renal
Priapismo
Nefropatia

Osteomielite

Sequestro esplénico

Crise aplasica

Défices de crescimento e atraso
pubertério

Maior susceptibilidade a
infecces

Doenca de Moyamoya
Migraine
Retinopatia proliferativa

Hipertensdo pulmonar
Colelitiase

Hepatopatia

Enurese nocturna

Proteinuria

Nefropatia

Necrose papilar renal
Necrose avascular (cabeca do
fémur, ossos longos)
Osteomielite

Ulceras

5.2.3.3.2. Diagnostico

Actualmente, ha paises que tém testes de rastreio para esta doenca, que sdo aplicados a
bebés originarios de populacbes em que a prevaléncia da mutacdo é elevada [18,28,29].
Estudos observacionais estabeleceram que o rastreio neonatal leva a uma diminuicéo
significativa da morbilidade e da mortalidade [28]. Nos casos em que o rastreio ndo €
realizado, o diagnostico é feito quando o doente apresenta uma complicacdo da doenca
[18,28,29] ou incidentalmente em exames pré-operatdrios [29].

Quando um doente se apresenta com clinica suspeita de doenca de células falciformes

(crises agudas de dor, dactilite, sequestro esplénico, crises aplésicas devido a infeccdo por
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parvovirus), a investigacdo diagnostica deve prosseguir com um hemograma completo,
esfregaco de sangue periférico, um teste de solubilidade falciforme (apenas nos casos
urgentes) e um teste confirmatorio como a CLAR, electroforese em membrana de acetato de

celulose ou electroforese capilar [18].

5.2.3.3.3. Tratamento

As complicacbes da doenga de células falciformes comecam nos primeiros anos de
vida, pelo que é importante iniciar medidas terapéuticas desde cedo, de forma a melhorar a
qualidade de vida dos doentes e prolongar a sua sobrevivéncia. Devem ser sujeitos com
regularidade, a exames complementares de diagndstico como hemograma, testes de funcédo
renal e hepética, ecografia transcraniana com Dopller, ecocardiograma e ecografia hepética
[28].

A abordagem destes doentes deve incluir a educagéo dos pais e dos doentes sobre as
complicacdes da doenca e como as reconhecer precocemente; profilaxia com penicilina e
imunizacdo para pneumococos; terapéutica das crises dolorosas; programas de rastreio de
forma a detectar lesdes nos diferentes 6rgdos precocemente; terapéutica com hidroxiureia,
transfusbes sanguineas e transplante de células estaminais [31].

A hidroxiureia é considerada um agente modificador da doenca, actualmente usado
eficazmente em adultos e criangas, que condiciona um aumento da sintese de HbF [14,31].
Clinicamente, este agente diminui as crises dolorosas, a frequéncia da sindrome toracica
aguda, a necessidade de transfusbes [14,28,31], reduz o nimero de hospitaliza¢fes [28,31] e a
mortalidade da doenca [14,28,31].

A terapia das crises dolorosas é um desafio, deve ser agressiva e baseia-se em

hidratagdo, oxigenacdo, uso de analgésicos (paracetamol, AINE’s [Anti-Inflamatdrios nédo
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Esteroides] e opioides) e terapéuticas ndo farmacoldgicas [31], procurando sempre a causa e
tendo em conta as suas possiveis complicacGes [14,28].

O unico tratamento curativo € o transplante de células estaminais [14].

5.3. Anemias Hemoliticas Adquiridas

5.3.1. Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

A Hemoglobindria Paroxistica Nocturna (HPN) é uma doenca da célula estaminal
hematopoiética, que resulta da expansdo clonal ndo maligna de uma ou mais células
progenitoras hematopoiéticas que tém uma mutacdo somatica adquirida do gene PIGA do
cromossoma X [32-35]. E uma doenca que afecta além dos eritrocitos, os granuldcitos,
monacitos, plaquetas e linfocitos [35].

A HPN é uma doenca rara, com uma prevaléncia global que ronda os 1 a 5 casos por
milhdo, independentemente da etnia [36], em que homens e mulheres sdo igualmente
afectados, com idade média de 40 anos a altura do diagnostico. No entanto, os doentes com
anemia aplasica adquirida tém um risco de 20 a 30% de desenvolver HPN [32].

A partir do diagnéstico a sobrevivéncia média € de 10 a 15 anos e factores como
trombose, pancitopenia grave, evolucdo para Sindrome Mielodisplasica (SMD) ou leucemia,

idade avancgada ou trombocitopenia ao diagnéstico conferem mau progndstico [32].

5.3.1.1. Fisiopatologia

O gene PIGA, mutado na HPN, é necessario para a sintese de Glicosilfosfatidilinositol
(GPI). A GPI funciona como ancora que liga varias glicoproteinas de superficie celular a
membrana celular. Estas glicoproteinas podem ter vérias funcGes, podendo ser antigenios de

grupos sanguineos, proteinas que regulam o sistema complemento, enzimas e moléculas de
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adesdo [32]. Duas das proteinas mais importantes na fisiopatologia da doenga séo o CD55 e o
CD59, sendo os principais reguladores da actividade do complemento na membrana
eritrocitaria [32-35]. O sistema complemento faz parte da imunidade inata, sendo o seu
principal efector, e a sua activacdo, realizada através de uma cascata complexa, resulta na
producdo de anafilatoxinas, quimiotaxinas e do Complexo de Ataque a Membrana (CAM)
[34]. Existem trés vias de activacdo do complemento, que convergem para a clivagem de C5
em Cba, que sdo a via classica (faz parte da imunidade adquirida), a via da lecitina e a via
alternativa (Figura 5) [34,35]. A via alternativa do complemento estd num estado de activacéo
continua e pode ser dividida em dois componentes funcionais, a amplificacdo das C3 e C5
convertases e a CAM [35]. Uma vez que a via alternativa do complemento esta sempre activa,
0S mecanismos de reconhecimento e proteccao do hospedeiro contra a lesdo mediada por esta
via foram evoluindo. Os eritrocitos estdo protegidos da citdlise provocada pela activacdo do
complemento pela via alternativa principalmente pelo CD55 e pelo CD59 [35]. O CD55
também chamado Factor Acelerador de Degradacdo, é responsavel pela regulacdo da
actividade da C3 e C5 convertases, acelerando a sua taxa de destruicdo. Isto vai levar a uma
inibicdo da activacdo do complemento. O CD59, ou Inibidor da Lise da Membrana, previne a
formacdo do Complexo de Ataque a Membrana por bloquear a agregacdo de C9 a C5b-8.
Assim, o CD59 inibe a funcédo citolitica do complemento [32-34]. Das duas proteinas, o
CD59 é mais importante na proteccdo das células do complemento. Devido a mutacdo no
gene PIGA, os eritrocitos HPN sdo mais vulneraveis a lise mediada pelo complemento, uma
vez que ha uma reducdo, ou mesmo auséncia, de CD59 e CD55 [32]. A activacdo do
complemento, mais especificamente da via alternativa do complemento, leva entdo a hemdlise
intravascular, que por sua vez provoca a anemia hemolitica cronica, uma das manifestagdes

caracteristicas da doenca [32,34,35].

50



Anafilotoxina Potente
Activagdo do Complemento Quimiotaxia

pela Via Classica
Complexos antigénio/anticorpo

|

Activacdo pela
Via da Lecitina
LLM

Activagdo Celular

Complexo de
Ataque a
Membrana

C5b C5b-9
717

ceCc7cscCo

Activagdo Celular

Factor B+D Lise Celular

Via Alternativa de Activagdo
do Complemento
Membranas Microbiolégicas Local de acgéo do eculizumb
LPS Bacterianos
Complexos Imunes
Membranas Celulares de

Figura 5: Activacdo do Sistema Complemento e local de accdo do eculizumab.

Adaptado de [34].

A HPN é caracterizada por mosaicismo, havendo um mosaico de células normais e
anormais no sangue periférico, e, por outro lado, nas células anormais, que derivam de um
clone com mutacdo no gene PIGA, ha um mosaicismo fenotipico baseado no genétipo PIGA
que determina o grau de défice de proteinas ancoradas por GPI [32,35]. Assim, as células
podem ter trés fendtipos: células tipo I, que tém uma expressao normal de proteinas ancoradas
por GPI; células tipo I, que tém uma expressao intermédia de proteinas ancoradas por GPI;
células tipo Ill, que ndo tém expressdo de proteinas ancoradas por GPI [32]. Os doentes
podem apresentar células do tipo I e Il (fendtipo mais comum), células do tipo I, 11 e I
(segundo fendtipo mais comum), ou podem apresentar células do tipo | e Il (fendtipo menos
comum). A clinica é determinada pelo tamanho do clone mutado (definido pela percentagem
de neutrdfilos deficientes em proteinas ancoradas por GPI atraves de analise por citometria de
fluxo), pelo fenotipo dos eritrocitos HPN [32,33,35], pelo grau de insuficiéncia da medula
Ossea associado [32,33] e pelo grau de activacdo do complemento[32]. Os doentes que
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apresentam clones pequenos no sangue periférico tém poucos sintomas ou sdo assintomaticos,
enquanto os que tém clones grandes tém hemolise crénica e respondem bem a terapéutica
inibitéria do complemento [35]. Por outro lado, os eritrocitos com fenétipo 11 sdo mais
susceptiveis a lise do que os eritrocitos do tipo Il e constituem, quase sempre, uma grande
percentagem das células HPN. Assim, os doentes com uma grande percentagem de células do
tipo 1l tendem a ter mais hemolise do que os doentes com uma maior percentagem de células
do tipo I ou do tipo I [32].

Alguns autores propdem que, para se desenvolver a doenca, a mutacdo no gene PIGA
€ necessaria, mas ndo suficiente. Assim, serdo necessarias duas condicdes para que se
desenvolva a doenca: a existéncia de um clone com défice de GPI que deriva de uma célula
hematopoiética multipotente; ocorréncia de um evento que leva a expansdao de um clone de
HPN, em vez da hematopoiese normal, ou seja, uma vantagem relativa de crescimento para as
células HPN [34,36].

H& uma associacdo entre a HPN e a anemia aplasica adquirida [32,33], havendo
estudos que demonstram que, em mais de 70% dos doentes com anemia aplasica adquirida,
sdo encontrados clones ligeiros a moderados de HPN [32]. Além disso, todos os doentes com
HPN tém evidéncia de disfuncdo da medula dssea [33].

Apesar de a HPN ndo ser uma doenca maligna, ha um risco aumentado de
transformacédo clonal nestes doentes, nomeadamente para leucemia mieldide aguda e para

sindrome mielodisplésica [32].

5.3.1.2. Manifestacdes Clinicas

A HPN é caracterizada por uma triade de manifestacdes clinicas, que sdo a hemolise
intravascular, os eventos tromboembdlicos e a insuficiéncia medular, embora possam néo

estar presentes em todos os doentes [33,36].
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A hemolise intravascular é responsavel pelas crises paroxisticas de hemoglobindria,
normalmente a noite, que ddo o nome a doenca, mas que sdo encontradas em apenas uma
minoria dos doentes [32,33]. Normalmente a hemolise é cronica, devido a activacdo
espontanea do complemento, com exacerbacdes (0s paroxismos), que resultam de uma
activacdo macica do complemento, normalmente devido a um evento precipitante, como uma
infeccdo [36]. Devido a hemolise cronica, os doentes apresentam os sintomas caracteristicos
da anemia (astenia, fraqueza, palidez e dispneia de esforco) e, em doentes com hemdlise
proeminente, a astenia pode ser desproporcional ao grau de anemia. A morfologia dos
eritrocitos pode ser normal, podendo haver macrocitose ligeira, havendo casos em que ha
poiquilocitose e anisocitose ligeira a moderada. Além disso, é também comum haver
trombocitopenia e/ou neutropenia [32]. Laboratorialmente encontra-se elevacdo da LDH,
podendo chegar a valores dez vezes superiores ao normal, aumento da bilirrubina nédo
conjugada, aumento das aminotransferases [36] e diminuicdo da haptoglobina [32]. Os
valores de hemoglobina podem variar de normais até gravemente diminuidos e a contagem de
reticuldcitos € normalmente elevada, mas mais baixa do que era de esperar para o grau de
anemia. [32]. A contagem de reticuldcitos depende da funcdo medular do doente e,
consequentemente, o grau de anemia também depende dessa mesma funcdo, entre outros
factores [36].

Devido a hemolise intravascular, ha uma libertacdo de grandes quantidades de
hemoglobina livre no plasma. Essa hemoglobina livre tem uma afinidade 10° vezes superior
para 0 NO do que para 0 oxigénio, incorporando grande parte desse composto presente no
plasma [34]. Disto resultam sintomas como astenia, dor abdominal e espasmo esofégico, que
resultam da disfuncdo do mdsculo liso, devido a disturbios do metabolismo do NO [34],

disfuncéo erectil e possivelmente tromboses [32].
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Os eventos tromboembolicos sdo os que tém maior morbilidade (40% dos doentes
[32,36]) e mortalidade na HPN [32,33,36], sendo uma das complicacdes mais temidas da
doenca. Os doentes com uma elevada percentagem de células HPN e que tém sintomas
classicos (anemia hemolitica e hemoglobinuria) ttm uma maior predisposicdo aos eventos
tromboembdlicos do que os doentes com uma pequena percentagem de células HPN [32]. A
fisiopatologia do tromboembolismo na HPN ainda ndo estd bem esclarecida. No entanto,
existe evidéncia de que ha envolvimento das plaquetas com défice de GPI, que sdo activadas
pelo complemento mais facilmento do que as plaquetas normais [34]. Além disso, também a
falta do receptor da urocinase, que € uma proteina ancorada a GPI, nas células HPN pode
perturbar a fibrindlise [32]. Os episddios tromboembdlicos sdo predominantemente venosos
[32,33] sendo mais frequentes nas veias abdominais, veias cerebrais e dos membros, podendo
também ocorrer a nivel pulmonar e arterial, embora sejam apresentacdes raras [32,33,36]. A
recorréncia dos episodios de trombose é comum. A trombose da veia hepatica (Sindrome de
Budd-Chiari) ¢ muito comum na HPN e manifesta-se por dor abdominal, ictericia, ascite,
hepatomegalia e aumento ponderal [32]. O processo trombotico afecta, inicialmente, pequenas
veias, mas progressivamente, vai afectando veias de maior calibre, com o desenvolvimento de
manifestacBes graves como hemorragias de varizes, ictericia, ascite e insuficiéncia hepatica
[36]. A trombose da veia porta também € comum na HPN e manifesta-se por nauseas,
vomitos, dor abdominal e disfuncdo hepética [32].

Uma elevada percentagem de doentes com HPN pode apresentar alteracGes renais,
nomeadamente da funcgdo tubular e declinio da clearance da creatinina [32]. Pode ocorrer
insuficiéncia renal aguda apds as crises hemoliticas, como resultado da hemoglobinuria
macica, que tende a resolver espontaneamente apds alguns dias ou semanas [32]. As
alteracdes renais sdo consequéncia da intensa deposicdo de hemossiderina nos tubulos

proximais ou devido a fenomenos tromboéticos na microcirculagdo renal [32,36].
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Radiologicamente os doentes podem exibir rins com dimensdes aumentadas, com enfartes
corticais, diminuicdo da espessura cortical e necrose papilar [32].
As infeccbes sdo também comuns devido a neutropenia e ao condicionamento

funcional dos neutrofilos [36].

5.3.1.3. Diagnostico

A HPN deve ser suspeitada em doentes que apresentem anemia ligeira a grave com
pardmetros laboratoriais que indiquem que existe uma anemia hemolitica ndo imune (teste de
Coombs negativo, aumento da LDH, reticulocitose, aumento da bilirrubina). A presenca de
haptoglobina muito baixa ou mesmo indetectvel, hemossideriniria e hemoglobindria,
consequéncia da hemolise intravascular, reforcam a suspeita de HPN. Devem ser
considerados igualmente os aspectos clinicos referidos anteriormente, principalmente os
eventos tromboembdlicos ndo explicados, e a presenca de leucopenia e trombocitopenia
ligeiras [36]. Todos os doentes que apresentem trombose das veias hepatica, porta ou
mesentérica devem fazer um rastreio para excluir HPN [32].

O teste de Ham, que é baseado no aumento da susceptibilidade dos eritrocitos a accao
do complemento através da acidificacio do soro, foi um dos primeiros testes de diagndstico. E
um teste que é relativamente especifico para a HPN, mas ndo é muito sensivel. Nos ultimos
anos, tem-se tornado obsoleto, tendo sido substituido pela citometria de fluxo [32,34,36]. O
teste gold-standard para o diagnéstico da HPN ¢, actualmente, a analise das moléculas ligadas
a GPI na superficie de células hematopoiéticas por citometria de fluxo [34,35]. A citometria
de fluxo € um teste com elevada sensibilidade e especificidade, permitindo aferir o tamanho
do clone de células HPN nas diferentes linhas celulares, fornecendo informacgdes sobre a
gravidade do défice de antigenios nas celulas HPN (células tipo I, Il ou Ill), que séo

determinantes importantes da apresentacdo clinica [32,34]. O requisito minimo para o
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diagnostico de HPN é que haja a demonstracdo de que uma populacéo de eritrécitos com um
défice de, pelo menos, duas moléculas ligadas a GPI [34]. Para analisar o tamanho do clone
HPN, deve usar-se a propor¢do de granuldcitos HPN, uma vez que estes tém uma semivida
mais pequena e sdo menos afectados por hemdlise e por transfus@es, reflectindo melhor o
tamanho do clone HPN [32,34].

Ultimamente, tem sido cada vez mais usado um novo teste, o teste da aerolisina
fluorescente (FLAER), que usa uma toxina produzida pela bactéria Aeromonas hydrophila, a
Aerolisina, que se liga & estrutura GPI [32,34]. E um teste que permite a deteccdo da
expressao de GPI, em virtualmente qualquer tipo de célula que a expresse, a excepcao dos
eritrocitos, o que pode ser explicado pelo facto de tanto os eritrécitos normais como 0s
eritrocitos HPN expressarem grandes quantidades de glicoforina, uma proteina que se liga
fracamente a aerolisina [32]. Além disso, é um teste com grande sensibilidade para a detec¢édo
de pequenas populac@es de celulas com HPN [36] e elimina a necessidade de, na analise de
células mononucleares, serem usados anticorpos mononucleares especificos para as varias
linhagens celulares [32].

A avaliacdo inicial dos doentes deve incluir, além do teste da citometria de fluxo, um
hemograma completo, quantificacdo da LDH, bilirrubina e haptoglobina, estudo do ferro,
biopsia e aspirado medular e estudo citogenético. Estes parametros vao determinar a
classificacdo da doenca numa de trés categorias, de acordo com o International PNH Interest
Group (Tabela 6) [35]. Esta classificacdo sera importante para determinar a abordagem

terapéutica ao doente.
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Tabela 6: Classificagcdo da Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna [35].

Taxa de hemolise

Anélise por

Beneficio com

Categoria . Medula Ossea citometria de .
intravascular eculizumab
fluxo
Hipocelular com n
Elevada (LDH , P Populacéo grande
areas de
marcadamente . . de PMN com
hiperplasia e
.. anormal, . défice de .
Classica eritroide e , Sim
frequentemente . proteinas
morfologia

HPN no contexto

com episodios de
hemoglobinuria

Ligeira
(normalmente

normal ou quase
normal

Evidéncia de um

ancoradas por
GPI (50-100%)

Populacéo
moderada de

Tipicamente ndo,
mas alguns
doentes desta
subcategoria

de outra com anomalias sindrome de . podem ter
. . ) . PMN com défice -
sindrome de minimas nos insuficiéncia . hemolise
. o de proteinas L
insuficiéncia marcadores medular clinicamente
N . ancoradas por o
medular bioguimicos de concomitante significativa e
. GPI (25-50%)
hemolise) podem ter
beneficio no seu
uso
. Pequena
A Evidéncia de um q ~
Sem evidéncia ; populacéo de
. sindrome de -
. . clinica ou . A PMN com défice x
Subclinica . insuficiéncia , Néo
bioquimica de de proteinas
- medular
hemolise ancoradas por

concomitante

GPI (<25%)

LDH, lactato desidrogenase; PMN, polimorfonucleados; HPN, Hemoglobinlria paroxistica

nocturna

5.3.1.4. Tratamento

A terapéutica na HPN depende da categoria da doenca (Tabela 6). No geral, o
tratamento é essencialmente de suporte, de forma a controlar a anemia e a hemdlise [34,36]. E
também necessario tratar as complicagfes, como o0s episddios tromboembolicos e as
infeccdes, sendo igualmente importante tentar prevenir as mesmas, de forma a conseguir

prolongar a sobrevivéncia [36].
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A anemia deve ser tratada tendo em conta a sua causa predominante. Nos doentes com
a forma classica da doenca, cujo factor predominante para a anemia € a hemolise
intravascular, pode ser tentada a terapéutica com corticosteroides [32,36]. Se ndo forem
observados beneficios ap6s 1 a 2 meses de tratamento, o corticosteroide (prednisona) deve ser
descontinuado. Os doentes refractarios a terapéutica devem ser submetidos a transfusdes
sanguineas. Nos doentes com HPN associada a insuficiéncia medular, a anemia é
predominantemente de causa autoimune. Nesse sentido, podem responder a terapéutica
imunossupressora (50% dos doentes), nomeadamente a ciclosporina e a globulina
anti-timécito [32]. Os doentes devem tomar um suplemento de acido fdélico, devido ao
elevado turnover celular [32,36] e, quando necessario, devem ser suplementados com ferro
[32].

Em relacdo aos processos tromboembdlicos que podem ocorrer, a profilaxia é
controversa. Dado o elevado risco de trombose deve-se ponderar caso a caso a profilaxia
primaria com anticoagulante, e perante um evento trombotico o doente deve ficar
anticoagulado ad eternum. As indicacdes para profilaxia anticoagulante priméria sdo: clone de
granulécitos superior ou igual a 50%; existéncia de outro factor de trombofilia hereditaria ou
adquirida; e em situacdes de risco, como a gravidez ou cirurgias.

A abordagem terapéutica a forma classica da doenca passa pelo tratamento com
eculizumab [35]. O eculizumab é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a C5
(Figura 5), impedindo a sua activagdo em C5b, pela via alternativa do complemento, inibindo
assim a formacdo de CAM, principal responsavel pela hemolise nas células HPN [36]. O
tratamento com eculizumab diminui a necessidade de transfusdes porque, ao travar 0 processo
hemolitico, melhora a anemia. Além disso, promove a melhoria da qualidade de vida ao
eliminar os sintomas constitucionais relacionados com a activagao cronica do complemento,

diminuindo as complicagdes tromboembdlicas [32—-34]. Alguns dados indicam que cerca de
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um terco a metade dos doentes atingem o estado de independéncia transfusional [33,35], e
outros referem a cessacao completa dos episédios de hemoglobindria, imediatamente apds o
inicio do tratamento com este farmaco [34]. Verifica-se que a LDH atinge valores normais ou
guase normais apos o inicio do tratamento [33,34], mas, em quase todos 0s doentes, persiste
uma anemia, ligeira a moderada, hiperbilirrubinémia e reticulocitose [35]. Esta persisténcia da
anemia é explicada por um processo de hemolise extravascular que ocorre como efeito do
préprio farmaco. O eculizumab, ao inibir a formacdo de CAM, previne a citolise directa dos
eritrocitos HPN, permitindo que se manifeste o défice do Factor Acelerador de Degradacéo,
que se reflecte por uma regulacdo aberrante de C3 convertase da via alternativa do
complemento e, como consequéncia, com uma deposicdo de C3 activado na superficie da
célula. A activacdo da ligacdo covalente e os produtos de degradacdo de C3 servem de
opsoninas, que sdo reconhecidas por receptores especiais em células do sistema
reticuloendotelial, o que resulta em hemolise extravascular [35]. Os doentes tratados com
eculizumab podem néo ter que fazer anticoagulacdo para prevenir os efeitos tromboembolicos
[33,35]. No entanto, os doentes que ja experimentaram um episodio de trombose e estavam a
fazer anticoagulacdo antes de iniciar a terapéutica com eculizumab, devem manter essa
terapéutica [35]. Os doentes em tratamento com eculizumab tém um risco aumentado de
infeccdo por microrganismos encapsulados [33,34]. No entanto, apesar de todos os beneficios
deste farmaco, este ndo elimina o clone HPN e é um farmaco muito dispendioso [37].

Os doentes com HPN no contexto de outra sindrome de insuficiéncia medular que tém
clones pequenos de HPN (inferiores a 10%) [35] tem um quadro clinico que é dominado pelas
manifestacdes de insuficiéncia medular, sendo a hemdlise intravascular um achado incidental.
Estes doentes ndo necessitam de tratamento especifico para a HPN [33,35] e o eculizumab
ndo melhora a sua funcdo medular, pelo que ndo e muito eficaz [37]. Os doentes que

apresentam HPN sintomatica (clones de HPN > 25%) no contexto de uma sindrome de
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insuficiéncia medular devem fazer terapéutica com eculizumab se houver hemolise, ou
anticoagulacéo, se houver episodios de trombose [33].

O transplante alogénico de células estaminais é o Unico tratamento curativo para a
HPN [32,34,36,37] e foi demonstrado que elimina o clone de HPN em doentes com HPN
classica e doentes com HPN e anemia aplasica [37]. No entanto, esta terapéutica estd
associada a uma morbilidade e mortalidade significativas [32,35,37]. Devido a introducdo do
eculizumab na terapéutica da HPN, pela sua eficacia na reducdo dos episodios
tromboembdlicos e hemoliticos, as indicacdes para o transplante alteraram-se [35,37]. O
transplante ndo deve ser oferecido como terapéutica inicial nos doentes com a forma classica
de HPN [37]. Os melhores candidatos para o transplante sdo os doentes jovens com
pancitopenia ou trombose grave, que tenham um irmdo com HLA (antigénio leucocitario
humano) compativel [32]. Os doentes que tém HPN e anemia aplasica concomitantemente séo

candidatos razoaveis para o transplante, se tiverem citopenias graves [37].

5.3.2. Anemia Hemolitica Autoimune

A anemia hemolitica autoimune (AHAI) é uma doenca imune causada por anticorpos
(Ac) dirigidos a eritrdcitos autélogos normais, que origina um aumento da destruicdo dos
mesmos, com ou sem activacdo do sistema complemento [38-40]. A AHAI pode ser
classificada com base na temperatura éptima de ligacdo dos autoanticorpos aos eritrécitos em
AHAI por anticorpos quentes (anticorpos reagem de forma Optima a 37°C), AHAI por
anticorpos frios (anticorpos reagem de forma dptima a <30°C) ou AHAI devido a
autoanticorpos bifasicos (hemoglobinuria paroxistica por frio — anticorpos reagem de forma
optima <30°C e activam o complemento a 37°C) [38]. As trés formas podem ocorrer de forma
idiopatica (primaria) ou secundaria a outra doenca, como por exemplo a doengas autoimunes,

como o lupus sistémico eritematoso, linfomas ndo Hodgkin de células B e leucemia linfoide
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cronica B (LLC B), ou serem induzidas por farmacos [40]. Em cerca de 6 a 8% das AHAI
desenvolvem-se, em simultaneo, AHAI por anticorpos quentes e AHAI por anticorpos frios.
A estes casos da-se 0 nome de AHAI do tipo misto [41].

A AHAI ¢ das formas mais raras de anemia, mesmo se considerarmos apenas as
anemias hemoliticas [39]. Destas, as AHAI por anticorpos quentes € a mais prevalente,
compreendendo 80 a 90% de todos os casos [42]. Tem uma incidéncia estimada de 1:100,000,
em que mais de 50% sdo formas secundarias [38]. Cerca de dois tercos dos doentes com
AHAI tém mais de 50 anos e, enquanto nas formas idiopaticas a maioria sdo do sexo

feminino, nas formas associadas a LLC predomina o sexo masculino [39].

5.3.2.1. Fisiopatologia

A hemdlise na AHAI pode ser intravascular, extravascular ou ambas, sendo a sua
gravidade influenciada pelo anticorpo e pelo antigénio [40]. Os mecanismos que explicam o
papel dos autoantigénios como causa da AHAI sdo a reactividade cruzada ou 0 mimetismo
molecular entre antigénios ambientais e autoantigénios. Outros mecanismos, como o sistema
complemento, apresentacdo de autoantigénios ineficaz e anomalias funcionais nas células B e
T, também tém um papel importante na patogenia da doenca [42].

O isotipo do autoanticopro € determinante na fisiopatologia e na clinica [38]. Os
anticorpos IgM (imunoglobulina M) formam uma estrutura pentamérica, sendo muito
eficientes na activagdo do complemento. As IgA (imunoglobulina A), IgG1 (imunoglobulina
G1) e 1gG3 (imunoglobulina G3), também sdo eficientes na activagdo do complemento
[38,40]. A activacdo do complemento pode culminar na formacédo e introducdo do CAM na
membrana dos GV, o que leva a um processo de hemdlise intravascular. No entanto,
geralmente, devido a proteinas reguladoras (CD55 e CD59), a cascata do complemento é

travada antes da formacdo do CAM. Nesses casos, 0s produtos de degradacdo do
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complemento (C3c e C3d) mantém-se ligados a membrana do eritrécito, sendo alvos dos
fagocitos do SRE, resultando em hemdlise extravascular [38,40]. Os eritrocitos que tém na
sua superficie 1gG, com ou sem C3c/C3d, sdo preferencialmente removidos por fagocitose
mediada pelo receptor Fc-y no bago, enquanto os eritrocitos que tém a superficie C3¢/C3d, na
auséncia de 1gG, sdo destruidos por fagocitose mediada por receptor de complemento no
figado [38].

A AHAI por anticorpos quentes é comummente mediada por IgG, mas também pode
ser mediada, mais raramente, por IgM e IgA [38]. Os anticorpos 1gG séo panreactivos e
dirigidos a antigénios Rh (Rhesus), glicoforina A ou outros antigénios dos eritrocitos [39]. A
AHAI por anticorpos quentes mediada por IgM € rara, sendo mais habitual existir em
conjunto com IgG. Estes doentes podem apresentar hemolise potencialmente fatal [40]. A
existéncia isolada de anticorpos IgA é rara, representando 0,2% dos casos, mas surgem em
conjunto com IgG em 14 a 21% dos casos [40], e apresentam hemolise grave [39]. O
mecanismo da hemolise intravascular mediada por IgA ainda ndo é totalmente conhecido
[40].

A AHAI por anticorpos frios (ou doenca de aglutininas a frio) é mediada, na maior
parte das vezes, por IgM, mas também pode ser mediada por IgG e IgA, que se ligam
preferencialmente aos eritrocitos a baixas temperaturas, podendo ser ou ndo causa de
hemolise. Estes Ac sdo também denominados aglutininas a frio visto que causam aglutinacdo
dos eritrocitos a 3°C [43]. Os antigénios que reagem com os anticorpos a frio sdo
polissacarideos ou partes de glicoproteinas que sdo polissacarideos. No caso da doenca de
aglutininas a frio, os antigénios sdo o antigénio i e o antigenio I, que fazem parte do grupo
ABH, ou antigénio Pr [34,43]. O antigénio | é formado por uma enzima que adiciona ramos
ao antigénio i e, como a enzima responsavel por este processo ndo estd activa até ao

nascimento, as celulas do corddo umbilical expressam o antigénio i e os eritrécitos do adulto
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expressam o antigénio | [34]. As aglutininas a frio estdo presentes em virtualmente todos os
individuos saudaveis em titulos baixos [34,40].

As IgM que originam doenca hemolitica podem ser policlonais ou monoclonais. Sendo
policlonais, tém geralmente um curso benigno, estando caracteristicamente associados a
estados pos-infecciosos virais (mais frequentemente em idade pediatrica), infeccdo por
micoplasma e mononucleose infecciosa. Os anticorpos associados a mononucleose infecciosa
tém frequentemente especificidade anti-i, enquanto os anticorpos produzidos apds infecgédo
por Mycoplasma pneumoniae tém habitualmente especificidade anti-1 [34,40,43]. As
aglutininas monoclonais ocorrem por expansdo clonal de células B, sendo geralmente
patogénicas, podendo progredir para linfoma [40]. A maioria destes doentes apresenta uma
forma subclinica de linfoma ndo Hodgkin, ou de uma gamopatia monoclonal de significado
indeterminado. Num estudo efectuado na Noruega, cerca de 94% dos doentes com doenca de
aglutininas a frio primaria apresentava imunoglobulinas monoclonais, com 90% destas
paraproteinas da subclasse IgM kappa. A analise da histologia medular e a fenotipagem
imunolodgica revelaram que 76% dos doentes tinham linfoma ndo Hodgkin (50% linfoma
linfoplasmocitico e os restantes linfomas de células marginais ou linfoma linfocitico de
pequenas células) [39].

As IgM sdo muito eficientes na activacdo da via classica do complemento, no entanto,
devido a dependéncia térmica do anticorpo, ha uma contencdo do seu efeito patogénico. Na
circulacdo das extremidades, onde a temperatura € mais baixa, a aglutinina mantém-se no
eritrécito por alguns segundos, activando a cascata do complemento, ocorrendo assim a
fixacdo das proteinas do complemento a membrana do eritrocito [40,43]. Na circulagédo
hepatica (também no bago, pulmdes e ganglios linfaticos), os eritrocitos revestidos com C3b
ligam-se a receptores de macrofagos, sendo formados esferdcitos, que vao ser destruidos por

hemolise extravascular. Algumas células ndo séo destruidas e o C3b é clivado em C3d, que é
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resistente a hemolise [43], uma vez que os macrofagos se ligam a essa proteina com menor
avidez [40]. A hemdlise pode ser agravada pelo aumento da producdo de complemento
durante uma reaccdo de fase aguda, ou por produtos de sangue que contenham plasma [43].

A hemoglobinaria paroxistica a frio (HPF) estd associada ao anticorpo anti-P
(anticorpo Donath-Landsteiner), que era frequentemente detectado em doentes com sifilis
secundaria ou terciaria. Hoje em dia € uma situacéo rara, e este anticorpo encontra-se mais
comummente em criancas apds doenca viral [43] e raramente ap6s infeccdo bacteriana [40].
Normalmente, a causa viral ndo é identificada, mas a doenca esta associada a uma infec¢éo do
trato respiratério superior. Foram reportados casos de HPF, em adultos e criancas,
secundarios a varicela [40]. O anticorpo anti-P € um anticorpo policlonal da subclasse 1gG
gue reage com 0s eritrocitos a temperaturas baixas, havendo a fixacdo do complemento. A
cascata do complemento € completada a temperaturas elevadas (37°C), condicionando a

ocorréncia de hemdlise intravascular [39].

5.3.2.2. Manifestacdes Clinicas

A clinica depende da taxa de hemdlise e, frequentemente, os doentes apresentam sinais
de anemia como palidez, fadiga, dispneia de esforco e palpitacdes, podendo apresentar
também ictericia [38]. Normalmente, a anemia surge de forma aguda, por vezes podendo
ameacar a vida do doente, com astenia intensa e dispneia, com necessidade de hospitalizacdo
[44]. A AHAI por anticorpos quentes pode ocorrer de forma aguda ou crénica, e podem
existir sinais associados a uma circulacdo hiperdindmica, secundaria a anemia, como
hepatomegalia e, em casos mais severos, edema agudo do pulméo, letargia e obnubilacdo. Se
forem detectadas linfadenopatias, febre, hipertenséo, insuficiéncia renal, exantema, equimoses
ou petéquias, deve por-se a hipdtese de AHAI secundaria, devendo pesquisar-se uma possivel

causa subjacente [40].
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Na doenca das aglutininas a frio, além da anemia, que pode ser crénica ou aguda e
autolimitada (formas associadas a infeccdes), pode surgir acrocianose precipitada pela
exposicéao ao frio, fendmeno de Raynaud e livedo reticular [38,40,43].

A HPF aguda pos-viral em criancas é caracterizada por hemdlise fulminante e
manifesta-se tipicamente por anemia grave com reticulocitopenia relativa, palidez,

hemoglobindria, ictericia ligeira e por vezes insuficiéncia renal [40,43].

5.3.2.3. Diagnostico

Perante a suspeita de AHAI, pode organizar-se a investigacdo diagnodstica em 4
passos: (1) avaliar se a anemia é hemolitica; (2) diferenciar a anemia em imune ou ndo imune;
(3) identificar o tipo de anticorpo; (4) diferenciar a anemia hemolitica em priméria ou
secundaria [39].

Na AHAI o grau de anemia é varidvel, tal como os pardmetros laboratoriais de
hemolise. Na AHAI por anticorpos quentes a anemia pode ser macrocitica, devido a marcada
reticulocitose e, em alguns casos, também devido ao défice de folato [40,42]. O esfregaco de
sangue periférico apresenta tipicamente policromatofilia, anisocitose, esferocitos, eritrocitos
fragmentados e eritrdcitos nucleados [40]. Pode ndo haver reticulocitose no inicio do quadro,
quer por um atraso na resposta medular, querquando ha uma disfuncdo medular. A auséncia
de reticulocitose ndo exclui o diagnostico de AHAI, mas é um preditor de mau prognéstico
[40]. A doenca de aglutininas a frio pode ser sugerida por macrocitose extrema resultante da
aglutinacéo dos eritrocitos [43].

Os parametros laboratoriais caracterizam-se por um aumento da LDH e da bilirrubina
indirecta e por uma diminuicdo dos niveis de haptoglobina [39]. Valores normais de LDH néo

excluem a presenca de hemolise [38]. Os valores de LDH sdo marcadores Uteis na aferi¢do da
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gravidade da hemolise, pelo que podem ser usados para a monitorizagdo da resposta a
terapéutica [42].

Para avaliar se a anemia € imune deve realizar-se o teste da antiglobulina directo
(TAD) ou teste de Coombs directo. Este teste consiste na adicdo de um reagente
poliespecifico com anti-globulina humana (AGH) (anti-lgG e anti-complemento) aos
eritrocitos do doente. A reaccdo é positiva se ocorrer uma aglutinacdo dos GV do doente.
Posteriormente, adicionam-se reagentes AGH monoespecificos para detectar individualmente
se a reacgdo é positiva com IgG, anti-C3d [45], IgA, IgM ou C3c [38]. O teste pode ser
positivo, mesmo confirmado com um reagente anti-lgG especifico, em cerca de 1:1000 a
1:14000 individuos saudaveis. Assim, a significancia do TAD requer correlacdo clinica [45].
Por outro lado, um TAD negativo ndo exclui com certeza a presenca de anemia mediada
imunologicamente [38-40,45]. Isto pode ocorrer por vérias razdes: autoanticorpos do tipo IgA
e IgM podem causar hemolise com TAD negativo, porque o teste apenas detecta eritrocitos
revestidos com 1gG e C3d; o teste pode ndo ter sensibilidade adequada para detectar niveis
baixos de anticorpos potentes; anticorpos de baixa afinidade com relevancia clinica podem ser
removidos durante o teste [45]; outros erros técnicos [40]. Em aproximadamente 80% dos
doentes com AHAI existem anticorpos no soro, além dos presentes na membrana dos
eritrocitos. Esses anticorpos podem ser detectados pelo teste da antiglobulina indirecto (TAI)
ou teste de Coombs indirecto [40].

O préximo passo é a identificacdo do tipo de anticorpo que origina a AHAIL A
especificidade do anticorpo pode ser determinada por técnicas de eluicdo. No entanto, em
muitos casos ndo € possivel identificar um anticorpo especifico (especificidade
indeterminada) [38].

A diferenciacdo entre AHAI priméria e secundaria deve ser feita considerando a

historia clinica e os factores precipitantes (exposicdo a farmacos, infeccdes, doencas
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autoimunes). Os exames complementares de diagnostico podem ser muito informativos,
nomeadamente o esfregaco de sangue periférico (informacdo sobre doencas
linfoproliferativas), doseamento de imunoglobulinas e imunofixacdo séricas (identificacdo de
gamapatias monoclonais ou de défice de imunoglobulinas) [39].

No caso a HPF, o TAD ¢é quase sempre negativo, bem como o TAI [40]. Pode realizar-
se o teste de Donath-Landsteiner (hemolise bi-térmica dos eritrécitos normais), embora este
apenas seja positivo com elevados titulos de anticorpos no soro. A melhor técnica para a sua

deteccdo € o uso de 1gG radiomarcada, mas geralmente ndo esta disponivel [34].

5.3.2.4. Tratamento

5.3.2.4.1. AHAI por Anticorpos Quentes

A transfusdo com concentrados de eritrdcitos pode ser necessaria nestes doentes,
principalmente nos sintomaticos e nos mais idosos, especialmente nos que tém doenca
coronaria, mas deve ser evitada sempre que possivel, uma vez que ha um risco de exacerbacao
da hemdlise e da formacdo de aloanticorpos induzida pela transfusdo [38,42]. Para minimizar
as incompatibilidades das transfusbes, no sentido de obter melhores resultados, h& vérios
testes de compatibilidade que podem ser utilizados [42], sendo que os requisitos minimos sdo
que o produto a transfundir seja compativel com os antigénios Kell e Rhesus [38]. No entanto,
a transfusdo nunca deve ser atrasada se 0s testes ndo estiverem prontamente disponiveis ou
completos [40].

O tratamento de primeira linha na AHAI por anticorpos quentes é a corticoterapia
[38,40,42,44]. A resposta clinica & prednisolona resulta da sua ac¢do sobre os macrdfagos,
que deixam de ter a capacidade de remover da circulacdo os eritrocitos com IgG, C3b

inactivado ou C3b a superficie. Os corticosterdides interferem tanto na expressdo como na
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funcdo dos receptores Fc dos macrdéfagos [40]. Verifica-se ainda uma diminuicdo da
intensidade do TAD e do TAI, mas esta € uma alteracéo tardia [42].

O esquema terapéutico é iniciado normalmente com 1mg/Kg/dia de prednisolona e,
dependendo da resposta, a dose vai sendo diminuida progressivamente [38,42,44]. A dose
inicial é administrada até que o hematocrito chegue aos 30% ou até haver uma hemoglobina
superior a 10g/dL. Se estes objectivos ndo forem atingidos até 3 semanas ap0s o inicio do
tratamento, deve iniciar-se uma terapéutica de 22 linha, ja que a melhoria do quadro clinico
com corticosteroides ap6s esse tempo é improvavel [44]. Se houver resposta aos
corticosteroides, a dose de prednisolona deve ser diminuida para 20 a 30mg/dia ao longo de
algumas semanas [38,42,44]. Apds essa reducdo, e mantendo-se os valores de hemoglobina
estaveis, a dose deve ser diminuida lentamente (2,5 a 2mg/dia por més), com monitorizacao
cuidadosa da hemoglobina e da contagem dos reticuldcitos. Nesta altura pode iniciar-se um
regime em dias alternados, com o objectivo de diminuir os efeitos adversos do uso de
corticosteroides a longo prazo [44]. A duracdo do tratamento pode variar de 3 a 12 meses
[42]. Cerca de 60 a 70% dos doentes tratados com corticosterdides atingem uma resposta
parcial, enquanto 10 a 15% atingem resposta completa [38]. Segundo o Colégio Americano
de Reumatologia, todos os doentes a fazer corticoterapia devem tomar vitamina D, célcio e
bisfosfonatos. Além disso, devem fazer suplementacdo com acido félico [44]. Os doentes com
diabetes, hipertensdo, hiperlipidemia, insuficiéncia cardiaca, glaucoma e Ulcera péptica,
devem ser vigiados com atencdo, ja que a corticoterapia pode exacerbar estas doencas [42].
Quando se verifica que os doentes sdo refractarios a corticoterapia deve fazer-se uma
reavaliacdo diagnostica a fim de perceber se ha uma patologia subjacente [44].

A esplenectomia é provavelmente a melhor terapéutica de 22 linha para a AHAI por
anticorpos quentes [42], principalmente em doentes mais jovens [40]. Este procedimento é

muito eficaz, uma vez que é removido o principal local de destruicdo de eritrocitos, além de
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eliminar muitos macrofagos e células B produtoras do autoanticorpo [40]. As indicacdes para
esplenectomia sdo: doentes que ndo tém uma resposta satisfatdria a corticoterapia; recidiva
apos resposta com corticoterapia; e doentes que necessitam de mais de 10 a 15mg/dia de
prednisolona para manter um nivel de hemoglobina aceitavel [42].

A eficacia a curto-prazo da esplenectomia € muito boa, com 38 a 82% dos doentes a
atingirem resposta parcial ou resposta completa. Apesar de ndo haver estudos de elevada
qualidade para avaliar o sucesso desta terapia a longo prazo, existem evidéncias de que um
numero substancial de doentes mantenha a resposta, sem necessidade de qualquer tratamento
médico, durante anos [44]. Os doentes esplenectomizados que tenham uma recidiva
frequentemente necessitam de uma menor dose de corticosteroides do que aquela que
necessitavam anteriormente, para manter um nivel de hemoglobina aceitavel [42]. Devido ao
risco de infecgdes por microrganismos encapsulados, os doentes devem ser vacinados,
idealmente, 2 semanas antes da esplenectomia para Streptococcos pneumoniae, Haemophilus
influenza do tipo B e Neisseria meningitidis. Apds a esplenectomia, é recomendada a
vacinagao para pneumococos a cada 5 anos [42,44].

O Rituximab, um anticorpo monoclonal quimérico dirigido contra o antigénio CD20
(expresso nas células B no sangue, ganglios linfaticos e medula) é também uma terapéutica de
segunda linha para esta doenca [42]. O mecanismo de accdo do rituximab é multifacetado,
complexo e ndo estd completamente esclarecido [40]. Nos adultos, o rituximab tem uma
eficacia de 25 a 100%, com um tempo de resposta que pode variar de muito réapido até
semanas a meses [42]. Este farmaco tem uma boa relagdo risco/beneficio [42] e, apesar de 0s
estudos de eficacia terem um viés de publicagdo e de ndo existirem estudos prospectivos
controlados, deve vir a ser considerado como terapéutica de escolha para as AHAI por
anticorpo quentes corticoide-resistentes [38]. Uma complicacdo rara é a leucoencefalopatia

multifocal progressiva, que pode ser fatal [44].
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Os doentes que ndo respondem ao rituximab devem fazer esplenectomia, bem como 0s
doentes que atingiram a resposta com rituximab, mas tiveram uma recidiva em menos de um
ano. Nos doentes que tiverem uma recidiva apds uma resposta de longa duragcdo, um novo
tratamento com rituximab deve ser considerado [44].

Além destas terapéuticas de segunda linha, existem outras alternativas para 0s casos
resistentes. Uma das opcdes € o uso do anticorpo monoclonal dirigido ao antigenio CD52, o
alemtuzumab. A experiéncia com a terapia da AHAI por anticorpos quentes com
alemtuzumab é muito limitada. Testes preliminares indicam que este anticorpo pode induzir
uma resposta em casos de doenca grave, que ndo respondeu a imunossupressao convencional
[42]. Devido a eficacia demonstrada do alemtuzumab no tratamento da LLC B, o uso deste
farmaco deve ser considerado em doentes com AHAI e LLC progressiva com necessidade de
citorreducéo [40].

A terapia imunossupressora € também uma alternativa de tratamento. Os farmacos
mais usados sdo os agentes alquilantes (ciclofosfamida e clorambucil) e as tiopurinas
(azatioprina). Estes farmacos sdo usados por provocarem um efeito inibitorio no sistema
imunitario [40]. Uma analise critica de casos de doentes tratados com azatioprina ou
ciclofosfamida mostrou que provavelmente em menos de um ter¢o dos doentes houve uma
resposta. A durabilidade dessas respostas é desconhecida na maioria dos estudos [44].

A terapéutica com y-globulina intravenosa teve eficacia em casos seleccionados de
AHAI. Esta actua saturando os receptores Fc dos macr6fagos, aumentando assim a
sobrevivéncia dos eritrdcitos revestidos com IgG [40,42]. Apesar de ndo ser indicada por
rotina no tratamento da AHAI, pode estar indicada como forma de estabilizar os doentes antes
de ser realizada a esplenectomia ou em casos de AHAI grave que pode por em risco a vida

dos doentes [38,40].
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A plasmaferese remove a 1gG e a IgM gque medeiam a hemdlise na AHAI. No entanto,
a grande distribuicdo extravascular e a rapida producéo de IgG sdo um obstaculos a eficacia a
longo-prazo desta técnica. Assim, deve ficar reservada para doentes que ndo respondam a
transfusdo sanguinea que estdo numa situacdo clinica critica devido a rapida clearence de
eritrocitos [40].

O transplante de células progenitoras hematopoiéticas também foi tentado, mas existe
pouca informacdo sobre esta terapéutica na AHAI [42]. Os resultados do transplante autélogo

de células estaminais hematopoiéticas foram decepcionantes [44].

5.3.2.4.2. AHAI por Anticorpos Frios

A terapéutica das sindromes de aglutininas a frio depende da gravidade dos sintomas,
das caracteristicas serolégicas do auto-anticorpo e da doenca subjacente [40]. Nestes doentes,
a anemia é frequentemente ligeira, sem necessidade de correccdo [38-40], sendo inevitavel o
tratamento em cerca de 50% dos doentes [44]. Além disso, os doentes devem ser alertados
para evitarem a exposi¢do ao frio e a prevenirem as infec¢bes, de modo a reduzir o risco de
exacerbagBes de hemolise, sendo estas muitas vezes as Unicas medidas necessarias [38—
40,44]. Alguns doentes precisardo também de suplementacdo com &cido félico [39].

Ao contrario da AHAI por anticorpos quentes, nesta patologia ndo ha resposta eficaz
aos corticdides (foram eficazes em alguns doentes com titulos baixos de aglutininas de grande
amplitude térmica e doenca mediada por anticorpos IgG reactivos aos frio [40]) [38,39,44].
Também a esplenectomia ndo apresenta beneficios nestes doentes, uma vez que o local
principal de sequestro de eritrocitos é o figado, e ndo o bago [40].

Existem estudos que indicam que o uso de rituximab é uma terapéutica eficaz, com
atingimento de uma resposta parcial na maioria dos doentes, e que, 0s que tiveram recidivas,

obtiveram uma boa resposta com o retratamento [44]. Por outro lado, ha estudos que indicam
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que a resposta completa é rara e que as recidivas sdo frequentes [38]. No entanto, ha que ter
em conta que os critérios de resposta completa e resposta parcial ndo estdo bem definidos e,
além disso, os estudos sobre o rituximab foram realizados com amostras pequenas [44].
Foram reportados resultados prometedores com o uso de eculizumab e bortezomib em doentes
refractarios ao rituximab [44]

Em casos mais agudos a plasmaferese pode ser uma terapéutica eficaz, ja que a IgM ¢é
maioritariamente intravascular, podendo levar a uma rapida diminuicdo dos seus niveis
séricos. No entanto, é uma técnica que levanta algumas dificuldades nestes doentes, uma vez
gue € necessario bastante rigor na técnica para que o sangue ndo fique frio [38,40]. Em
situacbes agudas mais graves, em que seja necessaria a realizacdo de uma transfusao
sanguinea, esta deve ser realizada de forma a manter a unidade transfundida a uma
temperatura de 37°C, por um sistema de aquecimento controlado [38].

A fludarabina tem efeitos terapéuticos benéficos [34,40], mas os doentes podem
desenvolver AHAI por anticorpos gquentes e purpura trombocitopénica imune. Outros agentes
como o clorambucil ou a ciclofosfamida podem ter um efeito benéfico nos doentes com
AHAI por anticorpos frios secundaria, mas apenas tém beneficio ocasional nas formas
primarias [40].

Quando associada a linfomas, a anemia responde bem a quimioterapia para o linfoma
[44]. Quando associada a infeccdo por micoplasma a hemdlise tende a ser autolimitada, mas

se a infeccdo for tratada, hd uma diminuicdo da sua duracéo [40].

5.3.2.4.3. Hemoglobindria Paroxistica a Frio

Né&o existe tratamento especifico para a HPF, pelo que o tratamento é de suporte com
transfusdes, tenho em atencdo a temperatura do sangue transfundido, mantendo o doente

quente [40].
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A hemolise da HPF é predominantemente intravascular, pelo que a esplenectomia nao
tem lugar na sua terapéutica. Os corticosterdides podem ser Uteis, bem como o rituximab e a

ciclofosfamida [34,43].
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6. Conclusao

A anemia é um problema de saude a escala mundial, pelo que todos os médicos devem
estar atentos e reconhecer as suas manifestacdes clinicas e as suas caracteristicas laboratoriais.
As anemias hemoliticas, que sdo classificadas como anemias regenerativas, correspondem a
17,5% de todos os casos de anemia, devendo por isso ser sempre consideradas no diagnéstico
diferencial. As suas manifestagdes clinicas sdo inespecificas, semelhantes a outras anemias,
pelo que se devem procurar sinais ou sintomas-chave orientadores do diagnostico.
Igualmente, um bom conhecimento das suas caracteristicas laboratoriais é essencial, na
medida que pode indicar a provavel causa etioldgica, ou orientar para um grupo mais restrito
de etiologias.

As hemoglobinopatias sdo o distdrbio genético mais comum em todo o mundo,
estimando-se que cerca de 7% da populacéo seja portadora. Nesse sentido, torna-se necessario
que os clinicos conhecam o0s seus sintomas, manifestacGes laboratoriais e entendam a
importancia da histdria familiar dos doentes quer na hora do diagnostico, quer no momento
em que uma familia afectada decida ter descendéncia.

A hemoglobindria paroxistica nocturna, apesar de ser uma doenca rara, tem fascinado
os hematologistas pela sua variabilidade clinica e pela sua fisiopatologia cativante. A
investigacdo cientifica tem levado a uma melhor compreensdo dessa mesma fisiologia,
permitindo o desenvolvimento de novas terapias dirigidas, nomeadamente o eculizumab, que
alterou o curso natural da doenca, oferecendo aos doentes uma melhor qualidade de vida.
Serdo necessarios mais estudos nesta &rea de forma a perceber melhor a relacéo entre a HPN e
as sindromes de insuficiéncia medular, que poderéo levar a descoberta de novas terapias que
actuem ao nivel das células progenitoras hematopoiéticas.

As anemias hemoliticas autoimunes s&o raras, mas potencialmente graves. Por ser uma

patologia rara, ha pouca informacgéo sobre a mesma, tendo os estudos séries pequenas com

74



viées de seleccdo. Assim, deve ser feito um esforco, até no sentido da cooperagdo
internacional, no sentido da realizacdo de mais estudos cientificos nesta area. Também ¢é
importante que haja uma definicdo consensual do que € uma resposta parcial e completa a

terapéutica, de forma a uniformizar os resultados dos estudos realizados.
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Figura 6: Algoritmo diagnéstico de anemias regenerativas. Adaptado de [3].
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Figura 7: Algoritmo diagnéstico de anemias hiporregenerativas. Adaptado de [3].
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