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Resumo

O objetivo deste projeto é realizar uma breve revisdo e atualizacdo teorica dos
processos fisiopatoldgicos que levam ao desenvolvimento de uma anemia hemolitica
hereditaria, assim como estabelecer um algoritmo eficaz no diagndéstico destes doentes.

As anemias hemoliticas hereditarias constituem algumas das mais comuns entidades
transmitidas geneticamente em todo o mundo. O seu panorama mundial estd em constante
alteracdo gracas a uma maior mobilidade das populagdes, observada nas Ultimas décadas, e
devido ao surgimento de comunidades multiétnicas. O desenvolvimento de novos exames
complementares de diagndstico permitiu o esclarecimento fisiopatologico de varias
patologias, que, até a data, permaneciam idiopaticas, assim como, a determinacdo do
diagnostico definito de forma eficaz e menos invasivo.

Para o cumprimento dos objetivos propostos, foi realizada uma revisdo narrativa
sintetizando os principais achados da literatura, obtida através de bases de dados digitais,
pesquisas manuais e livros.

Foram abordadas todas as categorias de doencas que se fazem acompanhar com
anemia hemolitica hereditaria, nomeadamente, os defeitos da membrana eritrocitaria, 0s
defeitos enzimaticos, as hemoglobinopatias, as microangiopatias trombéticas hereditarias, e as
anemias deseritropoiéticas congeénitas; dando especial enfoque a todos os elementos que
podem auxiliar na identificacdo da patologia em causa.

Um algoritmo a ser usado em todos os doentes em investigacdo para anemia

hemolitica hereditaria € proposto na parte final deste projeto.

Palavras-chave: Anemia Hemolitica Hereditaria; Anemia Hemolitica Congeénita;
Hemoglobinopatias; Enzimopatias; Membranopatias; Sindrome de Upshaw-Schulman;

Sindrome Hemolitico Urémico Atipico; Anemia Deseritropoiética Congeénita; Diagnostico.



Abstract

The purpose of this project is to revise and update the physiopathological processes
that lead to the development of an hereditary hemolytic anemia, as well as establishing a
diagnostic algorithm that would be effective in the diagnosis of these patients.

Hereditary hemolytic anemias constitute some of the most common, genetically
transmitted diseases of the entire world. Their global panorama is in constant change due to a
larger migration mass across populations, observed in the last decades, as due to the
development of multiethnic communities. The development of newer diagnostic techniques
allowed the elucidation of physiopathological processes of several pathologies that remained
idiopathic until now, as well as, achieving definitive diagnosis in a less invasive and more
effective way.

To accomplish the proposed goals, a narrative overview synthetizing the findings of
literature retrieved from searches of computerized databases, hand searches and books.

Every disease that is accompanied by hemolytic anemia was addressed, such as:
membrane disorders, enzymatic disorders, hemoglobinopathies, hereditary thrombotic
microangiopathies, and congenital diseritropoietic anemias, giving greater focus to all the
elements that can help the identification of a specific pathology.

An algorithm, to be used on every patient being studied for an hereditary hemolytic

anemia, is proposed on the final part of this project.

Keywords:  Hereditary = Hemolytic ~ Anemia;  Congenital  Hemolytic ~ Anemia;
Hemoglobinopathies; Enzymopathies; Membranopathy; Upshaw-Schulman Syndrome;

Atypical Hemolytic Uremic Syndrome; Congenital Dyserythropoietic Anemia; Diagnosis.
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1. Introducéo

Na pratica clinica, a anemia € definida por uma diminuicdo do hematdcrito, ou do
valor da hemoglobinal. A Organizacio Mundial de Saiude (OMS) define anemia como uma
reducdo da concentracdo de hemoglobina, dependente do sexo e da idade, sendo necessarios
valores de hemoglobina inferiores a 13g/dl em homens adultos, e inferiores a 12g/dl em
mulheres adultas?.

Uma possivel forma de classificacdo da anemia, é a classificacdo funcional, que a
divide em trés grandes grupos: defeitos da producdo medular (hipoproliferativas), defeitos da
maturacao do eritrdcito (eritropoiese ineficaz) e diminuicdo da sobrevida do eritrocito (anemia
por hemorragia e anemia hemolitica)?.

O gloébulo vermelho (GV) normal é fundamentalmente constituido por hemoglobina,
proteinas de membrana especializadas, e vias metabdlicas de obtencdo de energia; cruciais na
manutencdo da capacidade de deformabilidade da célula, transporte de O e protecdo contra
stresse oxidativo. Defeitos em qualquer um dos constituintes basicos do GV levam a reducéo
da sua semividal, que habitualmente é de cerca 120 dias °.

A excessiva destruicdo periférica de eritrdcitos, tem como consequéncia 0 aumento da
producdo medular de células eritropoéticas, que migram para o sangue periférico
precocemente (reticuldcitos), causando uma reticulocitose, alteracdo comum a todos os
doentes com anemia hemolitica. No entanto, apesar da hemolise, a anemia ndo ocorre em
todos os doentes?, -dado que a medula Ossea (MO) é capaz de compensar pequenas
diminuicdes na sobrevida do eritrocito, aumentando em até dez vezes a producdo de
reticulocitos-* sendo por vezes condicio necessdria a presenca de outros fatores

desencadeastes para causar doencaZ.



A anemia hemolitica pode ser classificada de acordo com o seu tempo de evolucao
(agudo versus crénico), mecanismo (corpuscular versus extracorpuscular, imune versus nao-
imune) e local (intravascular versus extravascular) da destruicdo do GV e, finalmente de
acordo com a natureza do evento primario — adquirida, ou hereditaria>*%. E também
necessario avaliar a existéncia de outras comorbilidades, por exemplo, a coexisténcia de uma
insuficiéncia hepatica®.

Com frequéncia, os disturbios adquiridos sdo mediados imunologicamente, sendo
rapidamente identificados através de um teste direto ou indireto de antiglobulina (DAT e
IAT), ou através do titulo das crioglobulinas, para assim detetar a presenca de anticorpos
hemoliticos ou a destruicao de eritrocitos mediado pelo complemento, respetivamente?.

Se a presenca de marcadores hemoliticos e a negatividade de um teste da antiglobulina
aumentam a probabilidade de estarmos perante um distdrbio hereditario, a identificacdo de
uma entidade nosoldgica especifica pode ser mais desafiante, uma vez que, por vezes, duas ou
mais entidades partilnam a mesma apresentagao clinica e hematoldgica’. Por este motivo, uma
historia pessoal e familiar exaustiva®®, microscopia para observacdo da morfologia
eritrocitaria>®, marcadores hemoliticos®®, e com base nestes parametros de screening,
poderemos partir para testes discriminatorios como:estudo de hemoglobinas por focagem
isoleletrico ou eletroforese, medicdo da atividade enzimatica, citometria de fluxo, estudos da
membrana eritrocitaria ou estudos moleculares que podem ser necessarios para o diagnéstico
diferencial destas patologias®.

Apesar das anemias hemoliticas hereditarias estarem entre as etiologias menos comuns
de anemia?, afetam uma proporcao substancial da populacio pediatrica global, sendo causa de
hospitalizacdo de muitas criancas devido a sequelas da doenca’. Ainda -ndo obstante a sua
prevaléncia na populacdo pediatrica- a doenca pode afetar todos os grupos etarios e €

caracterizada pela sua grande heterogeneidade clinica®’.



Pretende-se com este projeto, fazer uma atualizacdo dos mecanismos fisiopatologicos
de todas as classes de patologias que se incluem no grupo das anemias hemoliticas
hereditarias:  defeitos das proteinas da membrana eritrocitaria, enzimopatias,
hemoglobinopatias, microangiopatias tromboticas hereditarias e, finalmente, as anemias
deseritropoiéticas congeénitas.

Para além disto, tem-se ainda como objetivo a realizacdo de um algoritmo diagndstico
que, de forma eficaz, permita fazer o diagnostico de todas as patologias inseridas neste tema
de forma a minorar o seu atraso diagndstico assim como diminuir o custo em exames

complementares desnecessarios.



2. Materiais e métodos

As fontes de informacdes usadas para a realizacdo desta dissertacdo estdo apresentadas

na tabela 1.

Tabela 1: Fontes usadas nesta dissertacao.

Pesquisa Pubmed: 2006-2016; key words: ’hereditary hemolytic anemia’’; ‘’congenital

99, ¢

hemolytic anemia’’; “’hemolytic anemia’’; congenital dyserythropoietic anemia’’; “’red cell
membrane disorder’’; “’unstable hemoglobin’’. Critérios de exclusdo usados foram baseados
no desenho do estudo (estudos de caso foram excluidos), assim como os artigos cujo principal

objetivo era o tratamento destas patologias e com base no abstract do artigo.

Clinical Key: 2006-2016: “’hereditary hemolytic anemia’’; ‘’congenital hemolytic anemia’’;
“hemolytic anemia’’. Os critérios de exclusdo foram os mesmos dos apresentados na

pesquisa bibliografica acima.

A equacdo de pesquisa usada foi a seguinte: “((("Anemia, Hemolytic,
Congenital/diagnosis"[Mesh] OR "Anemia, Hemolytic, Congenital/etiology”[Mesh] OR
"Anemia, Hemolytic, Congenital/physiopathology”[Mesh]) AND (Review[ptyp] AND
"2006/06/04"[PDat] : "2016/05/31"[PDat] AND (English[lang] OR Portuguese[lang]))) AND
Review[ptyp] AND "last 10 years"[PDat])”. Sendo posteriormente selecionados os artigos

gue mais se adequem ao trabalho a desenvolver.

Pesquisas manuais das referéncias bibliograficas dos artigos usados, e selecionados aqueles

que se acreditou serem relevantes.

Livros de texto sdo ocasionalmente citados para providenciar mais detalhes, entre os quais: *’
Longo, D.L.; Fauci, A.S.; Kasper, D.L.; Hauser, S.L.; Jameson, J.; Loscalzo J. eds. Harrison's

Principles of Internal Medicine, 19e. New York, NY: McGraw-Hill; 2015°°, “’Hoffbrand, A.
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Victor; Higgs, Douglas R.; Keeling, David M.; Mehta, Atul B. Postgraduate Haematology, 7e,
West Sussex: Wiley Blackwel; 2016.”’, e “’Hoffman, R., Edward J. Benz, J., Silberstein, L.
E., Heslop, H. E., Weitz, J. I., & Anastasi, J. (2013). Hematology: basic principles and

practice. Philadelphia: Elsevier; 2013.”

11



3.  Anemia Hemolitica

3.1 Definigdo

O termo hemodlise indica uma destruicdo periférica aumentada dos eritrocitos®’ com
consequente diminuicdo da sua sobrevida®. Esta destruicio pode ser devido a causas
mecanicas, quimicas, autoimunes ou infeciosas e, se for grave o suficiente, pode levar a
diminuicdo dos valores de hemoglobina, e anemia®.

Apesar da anemia hemolitica ser caracterizada, por um numero elevado de
reticuldcitos no sangue periférico -reticulocitose- e por marcadores bioquimicos de hemolise?,
a auséncia de reticulocitose nem sempre pode excluir a existéncia de uma anemia hemolitica®.
Existem condi¢bes hemoliticas em que a reticulocitose compensatoria é inadequada, ou
ausente>®, como é o caso das anemias deseritropoiéticas congénitas®. Por outro lado, a
existéncia de reticulocitose em sangue periférico, ndo pode ser vista como sinénimo de
hemolise, visto poder estar presente em outras patologias como na hipoxia cronica, na doenca
pulmonar obstrutiva cronica ou na hemorragia aguda recente®. Contudo, a contagem de
reticulocitos permanece uma ajuda fundamental tanto no diagndstico®, monitorizagdo da

hemdlise, resposta a terapéutica, e progndstico®.

3.2 Abordagem clinica

O fenotipo clinico das anemias hemoliticas varia desde individuos clinicamente
assintomaticos, a condigBes severas potencialmente fatais®. Estas apresentam-se de diferentes
formas, e, de entre as diferentes caracteristicas, a que mais influencia o quadro clinico do
doente é a velocidade de instalagio?.

O doente podera apresentar sinais e sintomas relacionados com o decréscimo da

hemoglobina: palidez, cansaco, tonturas, taquicardia, sopro sistolico’; devido a destruicdo de
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eritrocitos: ictericia’, alteracio na cor da urina (coluria)®, esplenomegalia*’, litiase biliar;
como consequéncia do aumento de producdo de GV: expansdo da MO com alteracdes
morfologicas®*; e ainda, relacionados com o processo principal pela qual a hemoélise ocorre,
como por exemplo: acidente isquémico transitério ou acidente vascular cerebral, na anemia
falciforme*’.

Como referido anteriormente, uma das formas de classificacdo da anemia hemolitica, é
a caracterizagdo do seu local de destruico (intravascular ou extravascular)®*-®; salvo algumas
excecdes, a hemdlise intravascular estd maioritariamente associada a patologia adquirida’, e
esta pode-se manifestar por diminuicdo, ou auséncia da haptoglobina (marcador de hemdlise
intravascular)®. Apesar de poderem ocorrer crises hemoliticas agudas (défice glicose-6-fosfato
desidrogenase, ou anemia falciforme), se a patologia for de origem hereditéaria, os doentes
normalmente apresentam-se com doenca de longa duracdo®?, e podem ser observados
estigmas de hemdlise cronica, como a presenca de céalculos biliares pigmentados (e
complicacdes destes)’” ou esplenomegalia®*. O quadro clinico do doente pode ainda ser
totalmente inocente, sem sinais ou sintomas de hemdlise ou anemia, e o diagnostico ser
apenas conseguido através do esfregaco de sangue periférico, como é o caso da eliptocitose
hereditaria, em adultos®.

A maior parte das patologias hemoliticas adquiridas sdo imunologicamente mediadas,
sendo relativamente faceis de detetar através de exames laboratoriais simples?. O desafio
prende-se na exclusdo de causas adquiridas ndo-imunes, entre as quais: hemoglobindria
paroxistica noturna, secundaria a infecdes (através de maltiplos mecanismos fisiopatoldgicos)
(tabela 2), a farmacos, a microangiopatias tromboticas adquiridas, a valvulas cardiacas
mecanicas ou a hiperesplenismo®. A presenca de hemoglobintria, dor abdominal, hipertensio
pulmonar ou episddios trombdticos podem sugerir o diagnéstico de hemoglobindria

paroxistica noturna; doenca hepatica, alteragdes neuropsiquiatricas e anemia hemolitica ndo
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imune podem estar presentes na doenca de Wilson; febre ciclica, esplenomegalia, anemia

hemolitica e trombocitopenia pode ser indicativo de infe¢do parasitaria por Plasmodium (que

é provavelmente a causa mais comum de anemia hemolitica a nivel mundial®); finalmente, as

microangiopatias tromboticas adquiridas podem ser secundarias a farmacos, neoplasias,

gravidez, infecdo por HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e DIC (coagulacdo

intravascular disseminada) °.

Tabela 2. Microrganismos que podem estar associados a hemolise. Adaptado de [5]

Aspergillus

Mycoplasma Pneumonieae

Escherichia Coli

Neisseria meningitidis

Haemophilus influenzae

Salmonella spp.

Leishmania donovani

Shigella dysenteria

Leptospirans interrogans

Streptococcus pneumoniae

Mycobacterium tuberculosis

Toxoplasma spp.

Yersinia enterocolitica

Vibrio chloreae

Epstein-barr virus

Virus da pneumonia atipica

Coxsakie virus

Citolomegavirus

Herpes simplex

Influenza A virus

Rubéola virus

Varicela virus

A distin¢do entre causa adquirida e hereditaria pode entdo ser conseguida através de

uma anamnese e historia familiar cuidadosa®. Desta forma, o questionario sistematico e

abrangente torna-se de grande importancia na orientacéo destes doentes.
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3.3 Abordagem laboratorial

Os exames laboratoriais sdo uma ajuda inestimavel na confirmacdo da doenca
hemolitica, exclusdo de doenca adquirida e diagndstico de uma entidade nosoldgica

especifica.

3.3.1 Hemograma

Como ja foi referido anteriormente, a anemia é caracterizada por uma diminuicdo do
hematdcrito (Ht) ou do valor da hemoglobina (Hb)! que se define, segundo a OMS, em
funcdo do sexo e da idade; em adultos define-se anemia com um valor de Hb inferior a 12g/dl
em mulheres e inferior a 13g/dl em homens?.

O valor da hemoglobina ¢ o marcador mais representativo da severidade clinica,
podendo estar dentro de valores proximos do normal, ou moderada a severamente reduzida.
Um decréscimo rapido nos valores de hemoglobina origina sintomas relevantes ao passo que,
diminuicéo cronica e progressiva pode ser melhor tolerada®.

Os indices eritrocitarios como o volume globular médio (VGM), hemoglobina
globular média (HGM) e concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM)) sdo
parametros essenciais na avaliacdo da doenca. Alteraces na HGM e CHGM podem indicar
uma alteracdo do volume e do estado de hidratacdo da célula e auxiliar na identificacdo de
determinados defeitos como a esferocitose hereditaria ou a estomatocitose hereditaria®®®, o
VGM é um pardmetro chave na classificacio da anemial?. O coeficiente de variacéo
eritrocitaria (RDW) é um outro indice, que reflete a variacdo do tamanho celular da populacao
eritrocitaria, parametro de grande utilidade no diagndstico diferencial de anemia®®.

As anemias hemoliticas sdo geralmente classificadas como normociticas, ou
microciticas (se se tratar de uma o ou B-talassémia), podendo ser classificadas como

macrociticas quando a elevacdo do numero de reticulécitos em sangue periférico é
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marcadal?® (por cada aumento de 1% de reticuldcitos em sangue periférico havera um
aumento de cerca de 1% no VGM)Z2,

Os reticuldcitos sdo os precursores imediatos dos GV (com maior volume que estes),
representando apenas uma fracdo dos GV periféricos, sendo um indice da atividade
eritropoiética da MO®. A reticulocitose ¢ um importante marcador de hemdlise, com valores
absolutos a ultrapassar 100x10° células por litro”!°. Nas condigbes hemoliticas hereditarias,
mais cronicas, o valor de reticuldcitos pode estar ligeiramente aumentado, contudo pode
elevar-se de forma dramatica no contexto de crises hemoliticas agudas®. A resposta
reticulocitaria pode ndo ocorrer se concomitantemente existirem outras patologias como:
infecdo por parvovirus B19, faléncia da MO?, défices nutricionais severos’, ou sindromes
deseritropoiéticas®.

Existem ainda outras condi¢des patoldgicas e fisioldgicas em que a reticulocitose pode
ocorrer, como é o caso da hemorragia aguda, suplementacdo de ferro ou vitamina B12 e/ou
folato em doentes com défices nutricionais severos! ou no parto®.

A diminuicdo do nimero de plaquetas podera também ser indicativo de determinadas
patologias, como por exemplo microangiopatias tromboticas (quer adquiridas, quer
hereditarias) ou hiperesplenismo (que ocorre frequentemente no contexto de patologia

hereditaria das proteinas da membrana do GV)°.

3.3.2 Parametros bioguimicos

A destruicdo periférica de GV tem parametros bioquimicos Unicos (tabela 3), quando
comparado a outras etiologias de anemia®. Os aspetos laboratoriais da hemolise vio depender
das consequéncias do aumento da destruicdo e producdo de GV, assim como, do processo

principal pela qual a destruico ocorre®.
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Tabela 3: Marcadores de hemolise em diferentes anemias hemoliticas, adaptado de [4]

Membranopatias/enzimopatias Anemia deseritropoiética congénita Microangiopatias tromboticas

Hemoglobina -/-- O [---
Reticulocitos + até +++ -I= +
Esquizdcitos = = 4+
LDH + + ++
Haptoglobina -- -
Bilirrubina ++ + +
Ferritina ++ +++ =/+
Plaquetas =/- = -
Contagem de Leucdcitos = = =
HemosiderinGria = = =/+

Os valores sdo expressos em formato semiquantitativo para indicar a diferente intensidade da alteracdo em vérias sindromes
hemoliticas, como: "+"/"++"/"+++" indica um aumento de intermédio a severo, "-"/"--"/"---" indica uma reducdo, e "="indica
valores dentro do intervalo de normalidade.

A lactato desidrogenase (LHD) é uma enzima citoplasmatica presente em mdaltiplos
6rgaos e sistemas, incluindo no eritrécito. E um marcador inespecifico de hemolise, e é capaz
de fornecer pistas diagnosticas acerca do local desta®>. Dependendo do grau de aumento da
enzima, é possivel classificar a anemia hemolitica em intravascular (aumento significativo de
LDH) ou extravascular (aumento ligeiro da enzima) °.

Devido a grande distribuicdo desta enzima, pode também estar elevada em contextos
de necrose celular ou em patologias com aumento do turnover tecidular (enfarte agudo do
miocardio) °.

Outro parametro cujo aumento pode ser indicativo de hemolise, é a bilirrubina
(especificamente, a fragdo ndo conjugada) >’. A grande maioria da bilirrubina em circulagdo é
originaria da degradacao da hemoglobina (grupo heme) no sistema reticuloendotelial (SRE) e,
deste modo, pode ser usada como um marcador indireto de hemolise extravascular (mediada
pelo SRE") 19,

Se se correlacionar a bilirrubina indireta com a hemdlise extravascular (mediada por
células fagociticas)!, entdo a haptoglobina pode ser usada como marcador sensivel de
hemdlise intravascular!. A haptoglobina é uma molécula de grande relevo no diagndstico de
hemolise; representando o pardmetro mais sensivel para doenca hemolitica, e o ultimo a

normalizar apds instituicdo de tratamento®. Trata-se de uma glicoproteina com propriedades
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antioxidantes e imunomodeladoras, e atua como uma proteina de limpeza, ligando-se
irreversivelmente a hemoglobina livre circulante (libertada durante a lise do GV). Os
complexos formados sdo entdo removidos pelo SRE prevenindo a formacdo de radicais
livres’®. Esta proteina encontra-se diminuida ou indosedvel nas anemias hemoliticas
intravasculares, no entanto, no contexto de hemolise extravascular severa (onde uma ligeira
lise intravascular de eritrocitos estruturalmente alterados que escapam a remocédo pelo SER
pode ter lugar), esta pode estar também reduzida®. Por outro lado, e por se tratar de uma
proteina de fase aguda, pode-se encontrar aumentada em doencas inflamatdrias, apesar da
hemolise, mascarando-al®.

A hemosideriniria é outro marcador relativamente especifico de hemolise
intravascular. A presenca de ferro no sedimento urinario (detetada através da coloracdo do
azul da Prissia ou Perls)! é indicador de libertagio de hemoglobina em quantidades grandes o
suficiente para exceder a capacidade de fixagdo da haptoglobina®. A nivel renal, o ferro é
removido do heme e armazenado sob a forma de ferritina® ou depositado na forma de
hemossiderinal®°. Quando ocorre descamagdo das células do tdbulo contornado proximal, a
hemossiderina é excretada na urinal®. Este fendmeno ocorre em contextos compativeis com
hemolise severa, como é o caso da hemoglobindria paroxistica noturna, hemoglobinuria da
marcha, crise hemolitica na deficiéncia de Glicose-6-fosfato desidrogenase e em queimaduras
severas®. E observado 3 a 4 dias ap6s inicio do episodio hemolitico e persiste por varias
semanas®.

Finalmente, a ferritina, também uma proteina de fase aguda, intracelular, cuja funcéo
principal é o armazenamento de ferro. Pode-se encontrar aumentada em todas as anemias
hemoliticas hereditarias. Ainda que o mecanismo concreto deste aumento ndo seja claro,
sugere-se que o ferro libertado pela hemdlise extravascular seja de eliminacao dificil, e que a

propria anemia funcione como um poderoso estimulo & sua absorgéo®.
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Apesar de nenhum exame individual ser especifico de hemolise, a combinacdo da
elevacdo de LDH com um nivel baixo de haptoglobina, tem uma sensibilidade de 90% para a
confirmar. Por outro lado, LDH normal e haptoglobina com niveis superiores a 25mg/dl
exclui doenca hemolitica com sensibilidade superior a 90%%°. Independentemente da sua
utilidade, a haptoglobina ndo pode ser usada como um marcador fiavel em criangas com

menos de 3 anos de idade’.

3.3.3 Teste de Coombs direto (DAT)

Este exame é fundamental na distincdo de causas de hemolise, hereditarias de
adquiridas, uma vez que uma proporcdo significativa das anemias hemoliticas de causa
adquirida sdo imunologicamente mediadas?. O teste de Coombs é capaz de detetar anticorpos
IgG (tipicos das anemias hemoliticas a quente) ou a fracdo C3 do complemento (tipicas das
anemias hemoliticas a frio) que revestem os eritrocitos nestas doencgas>?>"1%, Este teste é
capaz de diagnosticar grande parte das anemias hemoliticas e a sua relevancia € indiscutivel,
porém aproximadamente de 0.1% da populacao geral e 8-10% dos doentes hospitalizados irdo
obter testes positivos, mesmo sem evidéncia clinica de hemolise®°. Contudo, um DAT
negativo ndo pode também excluir doenca hemolitica imunologicamente mediada, visto que
em alguns casos, 0 uso de outros exames mais sensiveis terd resultados positivos'®. Baixos
titulos de anticorpos, sobrediluicdo da amostra ou anticorpos de baixa afinidade (IgA, ou
células natural killer") poderéo estar na origem destes falsos negativos®’.

O uso de testes laboratoriais mais complexos no diagnéstico de anemias hemoliticas
autoimunes DAT-negativas esta para além do objetivo deste trabalho. Este subgrupo de
patologias pode ainda ser diagnosticado com base na resposta a terapéutica imunomodeladora

empirical.
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3.3.4 Esfregaco de sangue periférico (ESP)

N&o obstante a utilidade dos meios complementares de diagndstico (MCD)
supracitados, a analise correta do ESP permanece um dos procedimentos diagnosticos mais
informativos, e o primeiro a ser utilizado apds a histéria clinica e 0 exame objetivo®.

Revela alteracfes morfologicas unicas que ocorrem com 0s VArios tipos de distarbios
hemoliticos hereditarios e que serdo absolutamente fundamentais para o diagndstico
destes!®™ permite avaliar incluses intraeritrocitarias patognomémicas -como as que
ocorrem no caso da maléria- e possibilita a avaliagdo de outras linhagens celulares®®.

A observacdo do ESP permite também ultrapassar algumas limitaces dos contadores
automaticos como a identificacdo de eritroblastos versus linfocitos'® ou a perda de linearidade
entre a relacdo do Ht e Hb, e nidmero de GV, aquando da presenca de aglomeracdo
eritrocitaria nas anemias hemoliticas a frio®.

Todas estas alterac6es serdo discutidas em pormenor nos capitulos seguintes.

3.3.5 Outros exames complementares de diagndstico

Apesar das técnicas anteriormente citadas serem capazes de fazer o diagnostico de
muitas patologias, estdo ao dispor do clinico, outros exames complementares mais complexos
que vao permitir um estudo mais aprofundado, como por exemplo: eletroforese das
hemoglobinas, medicdo da atividade enzimética, citometria de fluxo, estudos de proteinas de

membrana, estudo genético, ou até mesmo medulograma e bidpsia dssea.
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4. Membranopatias

4.1. Composicdo da membrana eritrocitaria

A membrana eritrocitaria é uma das mais bem estudadas, quer em termos de estrutura,
funcdo, ou distlrbios genéticos!?. N3o se trata de uma estrutura estatica, mas sim, altamente
dindmica®. As proteinas que a constituem tém multiplas funcdes essenciais ao funcionamento
da célula: controlam a resisténcia, deformabilidade, e o estado de hidratagdo desta®®°. Para
além do seu papel na estrutura celular, as proteinas de membrana tem ainda funcdo de
transporte, adesdo, e antigénica®. A extensa deformabilidade da célula, que Ihe permite a
realizacdo das suas funcgdes fisiologicas durante o seu tempo de vida, é feita a custa da sua
complexa, ordenada e especifica organizacio estrutural®.

Uma possivel e simplificada forma de caracterizar todas as interacées que existem na
membrana do eritrdcito é através da sua classificacdo em ligacdes verticais e horizontais. As
verticais sdo aquelas que sdo perpendiculares a bicamada lipidica, e tratam-se das proteinas
envolvidas nos complexos de banda 3, anquirina e 4.1R; a perda destas ligacGes leva a perda
da coesdo membranar, formacdo de vesiculas e diminuicio da area de superficie®'%* As
ligacGes horizontais sdo aquelas paralelas a bicamada lipidica e incluiem o local de associacéo
dos heterodimeros de espectrina em tetrameros, assim como todas a interacdes que ocorrem
no complexo juncional®; as proteinas que formam o complexo juncional, tém um papel chave
na regulacdo da deformabilidade, estabilidade mecénica do eritrocito, e integridade em
resposta a forgas de cisalhamento (encontradas na vasculatura humana) %1012,

Este modelo tem particular utilidade na caracterizacdo dos distdrbios relacionados com

a membranal®,
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A bicamada lipidica (ocasionalmente penetrada por outras proteinas) é assimétrica?!®
e encontra-se unida as proteinas do citoesqueleto pelos complexo da anquirina, e da proteina
4.1R3° (Figura 1).

O complexo anquirina é composto por tetrameros de proteina de banda 3 (trocador
anionico, de ides de cloro e bicarbonato), antigénios do grupo sanguineo, CD47, glicoforina
A, e pelo antigénio de Lansteiner Wiener. Para além destas, esta presente ainda a proteina 4.2
que medeia a interagdo da proteina de banda 3, entre o citoesqueleto e a bicamada lipidica®.

No complexo 4.1R (ou juncional) estdo presentes dimeros de banda 3, antigénios de
grupos sanguineos, glicoforina C/D, e p55, entre outras®%?,

Por sua vez, o citoesqueleto de espectrina é formado por tetrameros de espectrina,
composto por dois heterodiméros, o e B, articulados. As porc¢des distais dos tetrameros de
espectrina conectam-se a proteina 4.1R, a aducina, a proteina de banda 4.9 (dematina), a

tropomiosina, e & tropomodulina, entre outras®1%?,

Complexo Anquirina Complexo 4.1R
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Figura 1: Estrutura da membrana eritrocitaria. Adaptado de [10]
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Os mecanismos que permitem ao eritrocito manter a sua forma bicéncava ainda néo
estdo completamente esclarecidos®®.

As mutacdes que afetam a membrana eritrocitaria sdo frequentemente causa de anemia
hemolitica; sdo mdultiplas e heterogéneas, contudo, o seu efeito no fenotipo pode ser
classificado segundo quatro categorias: (i) esferocitose hereditaria (HS), (ii) eliptocitose
hereditaria (HE) e a sua forma severa, piropoiquilocitose hereditaria (HPP), (iii) ovalocitose

do sudeste asiatico (SAO), e (iv) estomatocitose hereditaria (HSt).**3,

4.2 Esferocitose Hereditaria (HS)

A HS ¢é a membranopatia mais frequente no mundo3®%%2 e a anemia hemolitica
hereditaria mais comum entre individuos do norte da europa'''4+'®, Estima-se, que
sensivelmente 1% da populacdo mundial, tenha um alelo mutado um defeito que cause HS,
sendo completamente assintomatico®®.

A maior parte dos casos de HS sdo devido a um défice de banda 3, anquirina, proteina
4.2, ou a ou B-espectrina (figura 1.) 349111216 Em aproximadamente 70-80% dos casos, 0
defeito genético é herdado segundo um padrdo de transmissdo autossémico dominante
(anquirina, banda 3, e B-espectrina)®!116-18 Nos restantes 20-30% é transmitida com padréo
ndo dominante (envolvendo mais frequentemente a proteina 4.2, e a-espectrina)®11:121417.18
Através da eletroforese em gel, os defeitos proteicos na HS foram classificados segundo seis
categorias: (1) deficiéncia isolada em espectrina; (2) deficiéncia combinada em espectrina e
anquirina (mais comum na europa); (3) deficiéncia da banda 3 (presente em um ter¢o dos
doentes); (4) deficiéncia na proteina 4.2; (5) deficiéncia no complexo Rh (raro); (6) defeito
n&o identificado®.

A doenca é causada por mutacOes que afetam o acoplamento entre o citoesqueleto e a

bicamada lipidica (interacGes verticais®), levando a instabilidade da membrana e consequente
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vesiculacao, traduzida por: diminuic¢do do ratio superficie/volume (e formacéo de células em
forma de esfera®), desidratacio (com aumento do CHGM para valores >360g/L'?%), e reducéo
da deformabilidade, com conseguinte sequestracao de células no baco e ulterior fagocitose por
macrofagos esplénicos®®9111215 O contetido das vesiculas libertadas varia com o defeito
molecular em causa: defeitos na anquirina, espectrina ou proteina 4.2 reduzem a densidade do
citoesqueleto e originam microvesiculas enriquecidas em proteina de banda 3; pelo contrario,
se 0 defeito ocorrer na banda 3, as microvesiculas vao ser deficitarias nesta molécula, levando
a sua aglomeracdo na membrana do eritrocito, facilitando a opsonizacédo in vivo por IgG, e

aumentado a clearence imunomediada destes (figura 2)%*4.
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Figura 2: Fisiopatologia da HS. Adaptado de [15]
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A expressao clinica desta patologia é relativamente uniforme entre a mesma familia (a
ndo ser que esteja envolvido outro defeito co-herdado#), no entanto a severidade da doenca
varia significativamente entre familias'®, devido & expressdo desigual dos alelos mutados,®4-
pode-se apresentar em qualquer idade (inclusive no periodo fetal, se doenca severa®) mas é
mais frequentemente diagnosticada na infancia®**'®. Na maior parte dos recém nascidos, nio
ha sinais de anemia até as 3 semanas de vida, altura em que os valores de Hb decrescem
rapidamente; até um quarto destas criancas necessitardo de transfusdo sanguinea ao primeiro
ano de vida®*,

Um quarto dos doentes tém doenca compensada com valores de Hb normais e
reticulocitose, podendo apenas apresentar sintomas em contexto infecioso ou gravidez®114-18,
Cerca de dois tercos dos doentes tém doenca hemolitica moderada, palidez, ictericia (sinal
mais importante no periodo neonatal® e comumente associada a infe¢io viral ou outro
stresse!?!), esplenomegalia, calculos biliares, e, alguns doentes com mutagdo na proteina de
banda 3, podem apresentar-se com pseudohipercaliémia®®1418 Qs restantes 10% tém
doenca severa com niveis de hemoglobina persistentemente baixos e necessidade de
transfusdes intermitentes '14; dentro destes, aproximadamente um terco demonstra doenca
muito severa, com valores de Hb inferiores a 60g/l e necessidade de transfusdes regulares;

este subgrupo de doentes tem, quase invariavelmente, doenca ndo dominante (tabela 4)*.

Tabela 4: Classifica¢do da esferocitose hereditaria. Adaptado de [9,11,14,18]

Gravidade da doenca Ligeira Moderada  Moderadamente severa Severa
Hemoglobina (g/l) 110-150 80-120 60-80 <60
Reticulécitos (%) <6 >6 >10 >10
Bilirrubina (umol/L) 17.1-34.2 >34.2 >34.2 >51.3

ESP Esferdcitos Esferécitos Esferdcitos Esferdcitos e
ocasionais anisopoiquilocitose
Hereditariedade AD AD AD AR
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No hemograma, observa-se que a maioria dos doentes tem valores de hemoglobina
compreendidos entre 80-150 g/l (doenca ligeira a moderada), reticulocitose em sangue
periférico e 0 VGM esta normal -ou ligeiramente diminuido. Em situacdes de doenca severa,
0 VGM pode estar diminuido -apesar da marcada reticulocitose-, refletindo a exuberante
perda de membrana, que também explica 0 aumento da HGM (410g/l) e da CHGM (>360
g/l); o RDW encontra-se também elevado (>14)*'7. Dois outros pardmetros que poderdo ser
uteis no diagnostico diferencial de HS e anemia hemolitica autoimune (AIHA), séo 0 VGMr
e HGMr (VGM e HGM reticulocitario), que se encontram reduzido e aumentado
(respetivamente) na HS, mas ndo na AIHA%,

Séo também encontradas alteracdes laboratoriais compativeis com hemolise, como o
aumento da bilirrubina, LDH e diminuicdo da haptoglobina®t. A hiperbilirrubinémia pode
ser complicada pela presenca do sindrome de Gilbert, que aumenta a severidade e frequéncia
desta, dando a falsa impressdo de maior gravidade da hemolise’*®, A combinagio destes
parametros com um teste de Coombs direto negativo € o passo inicial e necessario a
investigacio de um diagnostico hereditario de anemia®.

No ESP, observam-se esferdcitos (células densas, redondas, hipercrémicas, sem
palidez central'¥) (figura 3), que apesar de auxiliarem o diagnostico, ndo sdo especificos uma
vez que surgem também noutras situacGes mais frequentes como as anemias hemoliticas
autoimunes®, ou em situacdes mais raras, como por exemplo na hiperfosfatémia severa®®1,

A severidade da doenca esta diretamente relacionada com a extensdo de area de
membrana perdida e, consequentemente, com a extensdo da esferocitose®. Apesar do
esferocito ser a célula predominante em ESP, determinadas mutacfes estdo associadas ao
surgimento de ocasionais celulas de morfologia distinta: mutacdo na banda 3 e células em

cogumelo, mutacdo na proteina 4.2 e ovalocitos e estomatdcitos, mutagdo das proteinas do
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complexo Rh e estomatdcitos, mutagdo na B-espectrina e acantocitos (figura 3.), e mutagdo na

a-espectrina e poiquildcitos®!214(associada a doenca several'1?),

Figura 3: Esfregaco de sangue periférico em doente com HS. A) observa-se uma célula em cogumelo,

classica da deficiéncia da banda-3 (seta verde), associadas a células esferocitica tipicas (setas pretas), alguns
acantocicos (setas vermelhas) e um eritrocito basofilico (seta azul), devido ao stress hematopoiético. B)
defeitos na B-espectrina com numerosos acantdcitos (setas vermelhas) em associacdo a esferdcitos (setas
pretas). Adaptado de [13]

Apesar do diagndstico ser possivel através da andlise da historia familiar e do
esfregaco de sangue periférico, conta-se também com testes especializados para auxiliar o
diagnostico desta entidade®!!. Estes exames sdo particularmente importantes quando n&o
existe historia familiar sugestiva, ou a clinica néo é tipical®.

O teste de fragilidade osmotica (OF) mede a lise eritrocitaria in vitro em solucbes de
osmolalidade decrescente. A sensibilidade deste é de apenas 61%°, aproximadamente 25%
dos doentes com HS tém resultados normais (com amostras de sangue fresco), e pode-se obter
um resultado positivo em qualquer outra patologia em que os esferdcitos estejam presentes,
limitando a sua utilidade!>**. Atualmente, 0 uso rotineiro deste, nio esta recomendado®*8,

O teste da lise pelo glicerol acidificado (AGLT) determina o intervalo de tempo
necessario para que a lise de 50% das células em amostra ocorra, em solucdes de glicerol com

pH de 6.85'>%, A semelhanca do teste OF, este ndo distingue HS de outras patologias que
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cursem com a formacao de esferdcitos'®, mas a sua sensibilidade é comparavel com o teste da
eosina-5-maleimida (EMA) 8.

O teste da criohemolise baseia-se na (especifica) suscetibilidade dos esferdcitos a
hemolise em solugdes hipertonicas quando ocorre rapida descida da temperatura de 37°C para
0°C6. E um bom teste de rastreio para a HS pelos seus altos valores preditivos®®.

O teste da eosina-5-maleimida (EMA) (figura 4), € uma prova de citometria de fluxo
que se baseia na quantificacdo relativa de fluorescéncia média, que vai depender do numero
de proteinas de banda 3 presentes na membrana®!!. A diminuicdo nio s6 de banda 3, mas
também de anquirina e B-espectrina levam a uma reducdo da intensidade da fluorescéncia®! e
é considerado positivo se se verificarem diminui¢fes na fluorescéncia superiores a 21% (no
entanto este cut-off € motivo de muito debate). Valores de diminuicédo de fluorescéncia >15%
e <21% devem ser objeto de investigacio adicional®'®!®, Tem alta sensibilidade e
especificidade, € simples, de rapida execucdo, e ndo esta dependente do fendtipo da doenca,
obtendo-se resultados positivos mesmo em doentes com hemdlise compensada®':!3, Este
exame deteta HS provocada por qualquer defeito de membrana a ela associado 3. Todavia,
de salientar que existem outras patologias que reduzem a intensidade da fluorescéncia emitida
(anemia deseritropoiéticas congénita tipo Il, ovalocitose do sudeste asiatico, e
piropoiquilocitose hereditaria)!, que fazem diagndstico diferencial com a HS pelo ESP, pelo

que este exame permanece como a ferramenta de diagndstico de escolha no rastreio de HS*3.

HS —— -~—— (Controlo
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Figura 4: Teste de fixacdo da EMA. Adaptado de [14] 28
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A Ectacitometria é uma outra técnica possivel no diagndstico desta patologia®, tdo
sensivel e especifico quanto o teste do EMA®. O ectacitdmetro é uma técnica viscométrica,
em que a deformabilidade das células é avaliada como uma equacdo continua, que varia em
funcdo da osmolalidade® (figura 5). Na HS, o indice de alongamento maximo (Elmax) esta
diminuido, a osmolalidade no ponto de elongacdo minima (Omin) sofre um desvio para a
direita e a osmolalidade no ponto igual a EImax/2 (O’) sofre um desvio para a esquerda
(traduzindo a diminuicdo no ratio superficie/volume e o aumento da desidratacéo
celular)®*31°, Para se poder firmar o diagnostico de HS, o Omin tem que sofrer um desvio
para a direita por mais de 21.5% e o AUC (area sobre a curva) tem que diminuir pelo menos
18.5%, com valores preditivos positivos de 94 e 93% respetivamente'®. Valores alterados de
O’ ndo sdo estatisticamente significativos®®. As principais limitagdes deste exame é a
insuficiente disponibilidade do aparelho®, e a incapacidade de analise até 3 meses apos
transfusdo sanguinea®. Apesar deste método ndo permitir a distincdo da HS e da AIHA, a
grande vantagem é a capacidade de distin¢io entre diferentes tipo de membranopatias®. No
entanto sO existem 2 ectacitométros a nivel Europeu (Franca e Alemanha) que apresentam a
enorme desvantagem de s6 processarem amostras a fresco (< 16h apos a colheita) o que se

torna uma limitagdo para todos os paises.
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Figura 5: Curva de ectacitometria de um GV normal. Adaptado de [19]
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O SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio)
permite detetar a proteina atingida na maior parte dos casos de HS®. A sua utilizagdo esta
indicada quando: os testes de screening sdo equivocos, se pretende fazer diagndstico pré-natal
ou quando existe desproporcionalidade entre o fenétipo e as provas laboratoriais®!8. Em cerca
de 8-11%%, o defeito ndo poderd ser identificado, especialmente em portadores
assintomaticos ou doentes com HS muito ligeira®*>!6, Se o defeito envolver a anquirina, este
deve ser avaliado em conjunto com a contagem de reticuldcitos, pois estas células apresentam
em grande nimero estas proteina, podendo mascarar o defeito genético subjacente?2®,

A identificacdo molecular direta da mutacdo em causa, através de técnicas de PCR
(polymerase chain reaction), € também possivel em doentes ndo diagnosticados, com doenca
severa; porém, uma vez que a maior parte das proteinas envolvidas sdo codificadas por genes
de grandes dimensdes, e com maltiplos exdes, esta analise nem sempre é exequivel'®,
Alternativamente, os genes candidatos podem ser identificados através da comparagdo da
DNA gendémico e mRNA reticulocitario (sob a forma de cDNA); este método é util na
identificacdo de mutacdes de frameshift ou nonsense -ndo produzem RNA mutante, ou
proteina-, pelo que a comparacdo do DNA gendémico com o RNA/cDNA, é capaz de
comprovar a existéncia de um alelo nulo**.

O diagnéstico de HS ndo exige a confirmacdo da mutacdo genética do gene
envolvido®®,

Apesar de muitos exames distintos estarem ao alcance do clinico, ndo existe nenhum
que consiga diagnosticar 100% dos casos de HS® e, a positividade num destes, deve ser
sempre confrontada com a clinica e com o ESP!® (tabela 5). Segundo as guidelines
internacionais devem ser usados dois testes de screening em conjunto®: 0o EMA e 0 AGLT ou
o teste da criohemdlise. Dada a facilidade de diagndstico pelos testes Gold-standard, o

diagnostico de HS continua a ser rapido e facil de realizar.
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Tabela 5: testes de rastreio no diagndstico diferencial da HS e outras doencas do eritrocito associadas a

membrana. Adaptado de [15, 16, 18]

Diagnostico OF AGLT Ectacitometria  Criohemolise HLSI\Q%
Esferocitose Diminuigdo do
TV Aumento tempo de lise Perfil HS Aumento Diminuido
hereditaria
(<900s)
Anemia hemolitica Normal/ Diminuicédo do . Normal/Aumen
. . Perfil HS ?
autoimune Aumento tempo de lise tado
Esferocitose
Hereditéria (ndo Normal Normal Perfil HE ? Normal
hemolitica)
Muito
Piropoiquilocitose Diminuicédo do diminuido
o Aumento ca0 Perfil distinto ? (abaixo do
hereditéaria tempo de lise .
intervalo da
HS)
Estomatocitose
hereditéaria Aumento ? Perfil distinto ? Aumentado
hiperhidratada
Estomatocitose .
hereditéaria Diminuida Tempo de lise Perfil distinto ? Normal/Aumen
- normal to
desidratada
. Diminuido
n15
Criohidrocitose ? ? ' ./ P_erﬂl ? (dentro do
distinto :
intervalo HS)
Anemia Normal/ Nao Normal/Aumen Normal/diminu
deseritropoiética Aumento diminuicao do deformavel/ o ido (dentro do
congénita tipo |1 tempo perfil HS-like intervalo HS)
o x Diminuido
. Diminuicao Nao
Ovalocitose do , (dentro do
. da ? deforméavel/pad Aumento .
sudeste asiatico . . e intervalo da
fragilidade rdo distinto HS)
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4.3 Eliptocitose Hereditaria (HE)

A eliptocitose hereditaria € a membranopatia mais comum em regides endémicas da
malaria®!%2, presumivelmente, porque os eliptocitos conferem resisténcia a esta doenga®!?°.
A sua verdadeira incidéncia é desconhecida®?.

E causada por mutagBes nos genes da o (60%%°) e B-espectrina (mais frequente em
doentes de raca negra'®), da proteina 4.1 (mais frequente em doentes caucasianos®®), ou da
glicoforina C/D'!, transmitidas de forma dominante®>®®, com casos raros relatados de
mutagdes de novo!,

Estas mutacbes afetam o citoesqueleto celular, interferindo no processo de
dimerizacdo da espectrina, ou alterando a funcdo do complexo juncional (interacdes
horizontais)®. Os defeitos genéticos podem levar a erros quantitativos, originando uma
reducdo da expressao de genes que codificam a proteina normal, ou qualitativos, criando
alteracBes das proteinas supracitadas, e resultando num aumento da fragilidade eritrocitaria
face a forcas de cisalhamento®®. O desenvolvimento da suscetibilidade do GV a estas, leva a
fragmentacdo e perda de membrana, com consequente progressiva transformacdo do GV para
uma morfologia elitica®.

Os sintomas podem variar substancialmente dentro da mesma familia, devido a
influéncia de alelos modificadores da expressdo da espectrinall. Todavia, e apesar de um
exuberante ESP, a vasta maioria dos doentes sdo assintomaticos, e o diagnoéstico feito
incidentalmente®!11215 conquanto, no periodo neonatal, pode surgir doenga expressiva com
marcada ictericia e anemia®, que regridem passadas algumas semanas a meses®. Neste periodo
de vida -devido a grande quantidade de hemoglobina fetal- ha uma intensificacdo na
concentracdo de 2,3-difosfoglicerato na célula, molécula esta, que leva a instabilidade
adicional a nivel do complexo juncional, justificando assim os sintomas observados®. A HE

neonatal pode ser dificil de distinguir de HPP®.
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Apenas 10% apresentardo doenca hemolitica, com anemia leve a moderada e,
ocasionalmente, esplenomegalia e coledocolitiase!®.

O hemograma pode ser completamente inocente ou revelar uma diminuicédo ligeira do
VGM®,

No ESP, 10-100% dos GV observados sio eliticos**>. A forma destes pode ser
exageradamente alongada, caso a mutacio em causa seja a da proteina 4.1%'2, Na minoria dos
doentes com HE e sintomas hemoliticos, podem ser observados esquizocitos, para além dos
eliptdcitos, no ESP.1,

O teste da OF é negativo em doentes assintomaticos e pode ser positivo em doentes
com HE severa ou HPP?,

O teste do EMA na HE foi semelhante ao de individuos saudaveis, ndo se observando
qualquer correlacio estatisticamente significativa®. Nos doentes com hemdlise, o teste da
EMA é anormal, com diminuicio da imunofluorescéncia emitida®!*.

Por ectacitometria encontramos uma curva trapezoide, com padrdo especifico de HE,
diminuicdo do valor de Elmax, refletindo uma diminuicdo da deformabilidade®*®.

A eletroforese em gel (em doentes com mutagdes na proteina 4.1) revela uma auséncia
desta, da p55 e sensivelmente apenas 30% do conteido normal de glicoforina C/D°. Caso a
mutacdo seja nos genes da espectrina, observa-se uma diminuicdo nesta'?, e um aumento do

ratio dimeros/tetrimeros da proteina®.

4.4 Piropoiquilocitose hereditaria (HPP)

Traduzido de forma literal, piropoiquilocitose refere-se as alteracbes eritrocitarias,
causadas por extensas queimaduras corporais®?,
A HPP ¢é uma patologia bialélica, ocorrendo em casos raros de homozigotos ou

heterozigotos compostos (combinacdo de um alelo de baixa expressdo (a-) com um alelo
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mutado da o-espectrina)'® para mutacdes que causam eliptocitose hereditaria®®>1®, Existe
entdo uma forte associacdo entre a HE e a HPP, com aproximadamente um terco dos
familiares de doentes com HPP, a apresentar sintomas de HE™L.

A clinica desta entidade é caracterizada por doenca hemolitica severa, dependente de
transfusdes, comecando na infancia, com valores de Hb variando entre 60-100 g/I®.
Contrariamente a HE, quase todos os doentes vdo apresentar sintomas e sinais compativeis
com hemoliset?.

Na andlise do hemograma destes doentes, encontramos um volume globular médio
muito diminuido (entre 50-60 fl) a custa da extensa fragmentacéo eritrocitaria (caracteristica
fundamental), em razdo da maior quantidade de dimeros de espectrina na membrana®*>1°,

O ESP pode ser semelhante aquele encontrado na HE, apresentando também
poiquildcitos, picndcitos e microesferocitos!20,

Alguns fragmentos podem ser contabilizados como plaquetas, dando origem a uma
pseudotrombocitose; nestas circunstancias, as contagens plaquetares devem ser feitas
manualmente®.

O teste do EMA é positivo podendo-se observar diminui¢cbes da fluorescéncia
superiores a 21%, contudo, esta diminuicdo pode ser explicado pela fragmentacéo eritrocitaria
(“células” com éarea de superficie muito reduzida); ndo obstante a esta reducdo, se 0s
esquizdcitos forem excluidos, ndo se observa diminuicdo da fluorescéncia associada a
membranal®, sendo portanto dispensavel, este exame, na avaliacio de um doente com suspeita
de HE ou HPP320,

No estudo eletroforético pode-se verificar adicional diminuicdo no ratio
espectrina/banda 3 explicando assim a presenca de esferdcitos em sangue periférico®.

A identificagdo de um alelo o't-Y (através de técnicas de PCR) num doente com

historia familiar de HE ou HPP, e clinica e ESP compativeis confirmam o diagnéstico de
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HPP. Este polimorfismo & extremamente comum, sendo encontrado em heterozigotia e
homozigotia em 42 e 9%, respetivamente, na populacdo caucasiana Europeia. A presenca do
alelo a“F“Y, mesmo em homozigotia, ndo € suficiente para causar doenca -uma vez que a
molécula em causa € sintetizada em grandes quantidades®.

Estudos moleculares ndo sdo necessarios para o diagnostico, mas podem ser Uteis em

formas particularmente graves®.

4.5 Ovalocitose do Sudeste Asiatico (SAQO)

Pode ser também considerada como um subtipo de HE, é descrita em populacbes
originarias da regido geografica que Ihe da nome® e, & semelhanca da HE, presumivelmente
confere resisténcia a malaria®*2,

E causada por uma Unica delecdo -transmitida de forma dominante- no gene SLC4A1,
que codifica a banda 3%°?!, Esta delecdo condiciona uma alteragdo no transporte de
bicarbonato e cloro no GV, assim como, a formacéo oligdmeros lineares nicos ha membrana
celular?’. Pensa-se que é a oligomerizacdo de banda 3 que determina a reducdo décupla da
deformabilidade e 0 aumento da estabilidade em 30-50%2L,

E completamente assintomatica em heterozigotos e -quase sempre- letal em
homozigotos (total desequilibrio i6nico no GV*?), como tal, o diagndstico é normalmente
feito acidentalmente®®'®, Em recém-nascidos, pode existir clinica de hemdlise (de curta
duracdo)®.

O hemograma pode ser normal, e ndo haver sinais bioquimicos de hemolise®*3. Ao
ESP surgem ovaldcitos (células de morfologia oval com uma banda transversa de palor?!) e
ovaloestomatacitos. Este, constitui o ECD mais valioso no diagnostico da SAQ®13,

Em razdo da alteracdo genética que caracteriza a SAO, o teste de fixacdo da EMA a

proteina 3 ira apresentar diminuicdo na fluorescéncia emitida superior a 21%?*3.
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Esta entidade nosoldgica apresenta um padrdo de deformabilidade distinto ao
ectocitdmetro, que representa a dramatica diminuicio da deformabilidade das células®t3%,

Ainda ndo foi completamente explicada a discrepancia que se observa entre o fendtipo
leve e o robusto efeito que o defeito genético tem sobre a rigidez da membrana®*2,

O teste da OF e 0 SDS-PAGE si0 normais®.

4.6. Estomatocitose Hereditaria (HSt)

A HSt é um espectro de doencas, cerca de 30-40 vezes menos comuns que a HS,
causadas por defeitos no transporte i6nico, transmitidas de forma dominante®*®®*S( ou de
novo, no caso da OHSt'?).

Observa-se um efluxo cationico que resulta em alteracdo na concentracdo de catides
(Na* e K*) intracelulares, e no volume globular®®%%° Esta alteracdo altera o gradiente
osmotico na membrana e, por conseguinte, o volume e deformabilidade eritrocitaria®.

Tal como ocorre nas restantes membranopatias, a variabilidade clinica é grande,
podendo-se apresentar de assintomatica, a hemolise severa e anemia®®. Estdo identificados
qguatro tipos de patologias: estomatocitose hereditaria hiperhidratada, estomatocitose
hereditaria desidratada, criohidrocitose, e pseudohipercaliémia familiar (ndo apresenta sinais
ou sintomas de hemolise)*>16.

A forma mais rara é a HSt hiperhidratada (OHSt), estando apenas descritos vinte casos
a nivel mundial®. Pode ser causada por mutacdes na proteina banda 3, na glicoproteina
transportadora de amonia associado ao Rhesus (RhAG), ou no GLUT-1, provocando um
desequilibrio no transporte do Na'/K' na célula®®® e caracteriza-se, clinicamente, por
hemolise expressiva, anemia, aumento significativo do VGM (110-150 fI°) e diminuigdo do

CHGM (refletindo o alterado estado de hidratacdo celular) e transformacdo da célula em
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estomatdcitos ndo deformaveis®®. O nimero de estomatdcitos (forma de boca) no ESP é
muito superior ao presente na DHSt e, portanto, o diagnostico é facil de establecer®.

A mais comum é a HSt desidratada (xerocitose ou DHSt), causada por uma mutacao
no gene PIEZO1 levando a um ganho de fungdo nas proteinas PIEZO (sdo subunidades
formadoras de poros dos canais cationicos®®), ocasionando efluxo de potassio e agua
resultando em desidratacio celular e aumento do CHGM®™, Nestes, a Hb pode ser normal, o
CHGM esta elevado (>360g/1°%), ha reticulocitose e hemolise ligeira. Observam-se xerocitos
(células de tamanho normal com a aparéncia de uma fenda ao longo de toda a célula) no
ESP®1215 pseudohipercalémia pode estar presente, devido a perda e potassio dos eritrocitos
armazenados a temperatura ambiente, sem quaisquer consequéncias clinicas®. Para além dos
sintomas tipicos de doenca hemolitica, podem surgir edemas perinatais que resolvem
espontaneamente (mecanismo desconhecido) e estd tipicamente associada a sobrecarga de
ferro com hepatosiderose®!21°,

A criohidrocitose /criocitose (CHC) é outra forma rara de estomatocitose que se pode
fazer acompanhar por hemdlise. Esta patologia é descrita em doentes com mutacdes que
transformam o transportador anidnico banda 3, num transportador cationico®. O traco mais
caracteristico é o vazamento de catides monovalentes, dependente da temperatura®?: ha lise de
até 70% das células armazenadas em temperatura de refrigeracdo (4-8°C), ap6s 48h'>%6, A
hemolise encontrada nestes doentes é ligeira a moderada.®

Finalmente, a Pseudohipercaliémia Familiar (FP) é um traco assintomatico, ou
ligeiramente hemolitico com hipercaliémia artefactual'?2. A pseudohipercaliémia deve-se ao
efluxo de ides de potassio que ocorrem nos GV armazenados por varias horas®®. O
hemograma ¢ normal?.

O diagnostico da OHSt e da DHSt pode ser conseguido pelos seus padrdes especificos

de ectacitometria, ou pela sequenciagcdo dos genes envolvidos®'?#!®, A importancia do
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diagnostico da DHSt prende-se com o facto destes doentes ndo serem candidatos a
esplenectomia, pelo aumento do risco de fendmenos trombdcitos, estando esta cirurgia
contraindicada®®.

O diagnéstico da CHC e da FP pode ser conseguido pela sequenciacdo dos genes
envolvidos, ou pela fotometria de emissdo de chama para quantificar [K*] plasmatico, e [K*] e
[Na*] intracelular de amostras armazenadas (em temperatura ambiente e em temperatura de

refrigeracéo) e frescas?®.
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5. Hemoglobinopatias

5.1 Hemoglobina: estrutura, funcdo e patologia

A hemoglobina (Hb) é o principal transportador de oxigénio em humanos®. E uma
proteina tetramérica composta por dois pares de cadeias globinicas diferentes®. No adulto
saudavel, a maior parte das moléculas de hemoglobina séo do tipo A (constituidas por duas
cadeias a e duas cadeias ), e uma pequena parte do tipo Az (constituidas por duas cadeias a e
duas cadeias &) e do tipo F>?2, Durante o periodo fetal, a hemoglobina predominante é do tipo
F (constituida por duas cadeias o e duas cadeias y)??. As cadeias a-globinicas sdo codificadas
por dois genes altamente homologos localizados no brago curto do cromossoma 16; as cadeias
globinicas B, &, e y sdo codificadas pelos seus respetivos genes localizados no braco curto do
cromossoma 11, no chamado cluster de genes B 2223, Os genes estdo organizados de acordo
com a ordem com a qual sdo expressos durante o desenvolvimento, para produzir tetrameros
de Hb?. O switch da HbF para HbA e HbA; é extremamente complexo e resulta da interagéo
centenas de diferentes proteinas®. Tanto a concentracio de Hb, a sua integridade,
solubilidade, e afinidade pelo O, sdo caracteristicas fundamentais pela manutencdo da sua
principal funcéo®.

As hemoglobinopatias sdo doencas hereditarias causadas principalmente por mutacdes
dos genes das cadeias globinicas’®. Com cerca de 7% da populagdo portadora destas
patologias, trata-se da doengca monogénica mais comum no mundo e um dos maiores
problemas de sadde a nivel mundial?*. Ocorrem com incidéncia particularmente alta em paises
em desenvolvimento em razdo da sua selecdo pela maléaria endémica, porém, em
consequéncia das grandes movimentagdes populacionais das UGltimas décadas, a sua
frequéncia em paises em desenvolvimento tem vindo a aumentar?>. Devido a sua alta

prevaléncia e relativa severidade da doenca, muitos paises em todo o mundo comegaram a
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adotar programas para identificar portadores adultos e rastreios neonatais para identificar
criangas portadoras e doentes??,

As mutacdes podem ser classificadas como qualitativas (HbS e outras Hb instaveis),
qguando a mutacdo leva a producdo normal de uma cadeia estruturalmente anormal;
guantitativas (talassemias), quando ha& reducdo da producdo de cadeias globinicas
estruturalmente normais®?%; ou podem ter caracteristicas de ambas as categorias (como por
exemplo a HbE)?*. Existem mais de 1500 mutacdes identificadas que causam
hemoglobinopatias qualitativas (sendo que a maioria ndo tem traducdo fenotipica), mais de
330 que causam B-talassémia e mais de 200 que causam o-talassémia®?. O fendtipo clinico,
originado por mutacdes nos genes das cadeias globinicas, vai depender ndo s6 do tipo de
mutacdo em causa, assim como, o local da molécula onde estas ocorrem: delecdes, e mutagdes
pontuais que modifiqguem radicalmente a estrutura da proteina, ddo origem a alteracdes
quantitativas; por outro lado, mutacdes pontuais em locais especificos da molécula de Hb
(superficie, bolso heme, ou pontos de contacto) levam a alteracdes qualitativas, que estdo
intrinsecamente relacionadas com o local mutado da proteina??2,

Dentro do espectro de hemoglobinopatias, aquelas que condicionam anemia
hemolitica hereditaria sdo: as que tém alteracdo na solubilidade (HbS), as que oxidam

rapidamente (Hb instaveis), e as formas graves de talassémia®®.

5.2 Hemoglobinas anormais gue condicionam hemolise

5.2.1 Hemoglobinas Instaveis (HbX)

Este grupo de hemoglobinopatias transmitidas dominantemente (no entanto, até 40%
dos casos descritos parecem tratar-se de mutacdes de novo®), sdo causadas por defeitos

estruturais que resultam de alteracGes da sequéncia de aminoacidos nas cadeias a ou B da
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hemoglobina?*. Estas s&o causa rara de anemia hemolitica e levam a um quadro clinico severo
quando presentes em individuos heterozigotos, e muitas vezes fatal se presentes em
homozigotia®.

Foram identificadas mais de 150 variantes que causam instabilidade da molécula de
hemoglobina, e hemolise?*. As mutacdes que vido levar a hemoglobinas instaveis sdo
localizadas préximas do bolso do heme, ou, no contacto entre as cadeias ai-p1 (maior
parte®)?®,

Clinicamente, a anemia é de gravidade variavel, com doenca cronica, e exacerbacdes
intermitentes, por vezes precipitadas por infecdes virais, ou farmacos®4%%. Estdo presentes
ainda, sinais e sintomas tipicos de doenca hemolitica®.

Ao hemograma, observam-se valores altamente variaveis de hemoglobina®*; o VGM
pode apresentar-se aumentado, 0 CHGM, diminuido e 0 RDW invariavelmente aumentado?®.

O ESP apresenta-se com inumeras formas e tamanhos (anisopoiquilocitose) mas com
predominio de macrocitos e policromasia. Sdo ainda observados, na coloracdo supra-vital,
corpos de Heinz (que vdo ser o reflexo da instabilidade da hemoglobina mutada que
precipita)?®.

A analise da Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) revela a hemoglobina
instavel (HbX) em cerca de 50% dos casos. Independentemente da sua identificagdo no HPLC
0 estudo molecular é obrigatério e inicia-se pelo gene da cadeia B-globinica (bastante mais
frequente que as Hb Instaveis por alteracdes nas cadeias a-globinicas)®.

O diagnéstico deve ser suspeitado quando perante doentes com anemia hemolitica
cronica, inexplicada por outras patologias mais comuns?, e, se observa no ESP, corpos de
Heinz com o uso de coloracdo supra-vital. O estudo da familia pode ser de extrema

utilidade®. Testes especificos como o teste da estabilidade ao calor ou ao isopropanol
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confirmam o diagnostico (tendo em atencao que valores superiores a 3% de HbF podem levar

a resultados falsamente positivos devido & sua instabilidade)®252¢,

5.2.2 Hemoglobinas Com solubilidade Anormal

As variantes clinicamente mais relevantes, e comuns, sdo a HbS, HbE, HbC, HbD-
Punjab e HhO-A"% cada uma delas causada por substituicdes de nucleosideos especificos no
gene que codifica a cadeia P-globinica (HBB)?2. Estas patologias sio raras e, em
heterozigotia, ou ndo tém fenotipo clinico, ou causam doenca ligeira®*.

A homozigotia da mutacdo que gera HbC, é chamada também de doenca da HbC, e
tem um fendtipo semelhante ao da anemia falciforme, com anemia microcitica, e clinica
menos severa??4,

A HbE é uma variante extremamente comum do Sudeste asiatico e, em homozigotia
produz um fenotipo semelhante ao da p-talassémia intermédia, com microcitose, células em
alvo no ESP e >81% de HbE no estudo de hemoglobinas por HPLC?*?", Além disso, Visto
tratar-se ainda de uma molécula instavel, podem ocorrer fendmenos hemoliticos na presenca
de determinados farmacos, ou em contexto de infegdes virais?*.

As restantes variantes apenas ganham importancia quando herdadas em heterozigotia
composta com o alelo 5.2

O diagndstico destas variantes pode ser feito através de estudos das diferentes
hemoglobinas, por HPLC ou por cromatografia de fase inversa (que permite o estudo das
cadeias globinicas de forma individual)?. Estes estudos n&o fornecem o diagnostico definitivo
pelo que outros métodos (confirmatorios) devem ser utilizados para especificar a variante

nucleotidea presente, uma vez que variantes menos comuns podem néo ter tempos de retencéo

especificos & HPLC e serem incorretamente diagnosticados??. O teste confirmatorio mais
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comummente utilizado nas variantes de Hb é o estudo molecular com recurso a sequenciagédo

do gene HBB?,

5.2.2.1 Anemia falciforme

A anemia falciforme refere-se a forma mais comum de doenca falciforme, e é causada
pela transmiss&o em homozigotia do alelo pS 24?8,

Em determinadas populacdes, a anemia falciforme representa até 70% dos casos de
doenca falciforme, sendo que os restantes sdo representados pela doenca HbSC, ou pela co-
heranca de alelos p° e p° (talassémia). Existem muitos outros gendtipos capazes de produzir
fendtipo falciforme, no entanto, sdo raros?*?8, Salvo invulgares excecdes, individuos com
apenas um alelo B°, sd0 assintomaticos, clinica e hematologicamente®?*. Uma vez que tanto a
anemia falciforme, como os restantes sindromes falciformes sdo semelhantes, serdo discutidos
em conjunto, de forma indiscriminada.

A distribuicdo mundial da anemia falciforme é indicativo de dois fatores: selecdo dos
individuos portadores pela sua resisténcia a malaria -cujo mecanismo ainda ndo esta
totalmente esclarecido- e pela subsequente migracdo populacional®®. A sua prevaléncia é
maior na Africa subsariana, onde cerca de 0.74% dos nados vivos sdo afetados pela doenca®.
Estima-se que em Portugal, 0.5-1% da populagdo seja portadora de um alelo BS, e que esta
percentagem suba para 5% entre a populagdo imigrante?*,

A HDbS é causada por uma mutacdo no 17° nucleosideo -timina para adenina- que leva
a uma substituicdo no sexto aminoacido da cadeia B-globinica (de &cido glutamico,
hidrofilico, para valina, hidrofobica)?®%°. Esta mutacio resulta numa nova ligagdo entre as
cadeias PB1-f2 da molécula de hemoglobina, que, no estado desoxigenado, leva a cristalizacédo e
expansdo desta, preenchendo completamente o eritrocito. A polimerizacéo da HbS resulta em

disrupcéo da arquitetura e flexibilidade da célula, e promove a desidratacdo celular. A taxa a
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qual a cristalizacdo ocorre depende principalmente da concentracdo de HbS, mas tambem do
intervalo de tempo de desoxigenacéo, e da concentracdo de hemoglobina fetal na célula - que,
pela auséncia de cadeias B, diminui a concentragdo de HbS?,

A formacao destes longos polimeros ativa uma cascata de alteracdes celulares, entre as
quais, a desregulacdo da homeostasia dos catiGes -resultando em efluxo de potassio e
desidratacéo celular-, e a libertagdo do grupo heme e de Fe* promovendo a existéncia de um
microambiente oxidativo, que leva a disrup¢do da normal assimetria da membrana, e culmina
na lise do GV,

As manifestacdes clinicas desta patologia sdo essencialmente devidas a dois
fendmenos: oclusdo vascular com lesdo isquémica (causada pela deformacdo dos GV e
consequente aumento da rigidez eritrocitaria®®), e hemolise?®. A oclusio vascular é causada
pelo aprisionamento dos GV na microcirculacdo causando obliteracdo do vaso. Pensa-se que é
a inflamacdo (com envolvimento de neutrofilos e células endoteliais®®), o evento primario,
que leva a lentificacdo do fluxo sanguineo na microcirculacdo, aumentando o tempo que 0s
GV estdo sujeitos a condicdes hipoxémicas permitindo a polimerizacdo da HbS com alteracao
morfologica do GV e que eventualmente resulta em vaso-oclusdo, no entanto, este é ainda
motivo de estudo?%,

Novas evidéncias sugerem que a prépria hemdlise pode ser também um fator
etiologico para o desenvolvimento de vasculopatia (caracterizada por hipertensdo pulmonar,
disfungdo vascular, e alteracdes proliferativas na intima dos vasos), uma vez que, estas
alteragBes foram observadas noutras patologias que condicionam hemdlise cronica®. A
hemoglobina livre no plasma gera espécies reativas de oxigénio que esgotam as reservas de
oxido nitrico (NO)?-20, A deplecéo cronica de NO leva a perda do seu efeito vasodilatador, e
facilita a ativacdo plaquetar contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade e

hiperviscosidade observado®®=°. Para além da alteragdo do metabolismo do NO, a hemdlise
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intravascular e subsequente libertacdo de ferro livre, pelo heme, é também fonte de stresse
oxidativo, que, por via da ativacdo de multiplos fatores de transcricdo, permite o aumento da
expressdo de moléculas de adesio a nivel do endotélio vascular?®*° (figura 6).

Apesar de manifestacfes clinicas dramaticas, aproximadamente 39% dos doentes nao
reportam episédios de dor, contudo, 1% reporta mais de seis episodios por ano. Esta
variabilidade fenotipica pode ser parcialmente explicada pelos dois modificadores genéticos
mais bem estabelecidos: concentracdo de hemoglobina fetal e o traco a-talassémico?. O traco
a-talassémico pode ser observado em até 30% dos doentes de origem africana e até 50% dos
doentes com origem indiana; reduz a concentracdo de HbS na célula permitindo um
decréscimo das taxas de cristalizacdo e hemolise?®. A concentracio de HbF no doente com
anemia falciforme varia entre 1% e 30% e esta variacdo vai explicar a parece explicar a

variabilidade clinica observada nestes doentes?® .

45



Dor aguda

Sindrome tordcica aguda
Hipoesplenismo
Osteonecrose
Nefropatia

Enfarte

v

Inflamagdo

Aumento da expressdo
de VCAM-1 e outras
moléculas de adesdo
Hipercoagulabilidade

Oclusdo das vénulas pos-capilares (vaso-oclusdo) \, TIEmGlise +

A4

v

o Oo (o] <:::>Hemoglobinalivreno plasma,

o °° ©  inativagio deNO e formagio de Il;I:lPe::tensio pulmonar
= e foi : obni apismo
Reperfusdo Radicais hvr?s causam o lespec:esreatxvas de oxigénio I'chcfrasnapema
l P dano tecidular [+ Doenga cerebrovascular
o ©
< » NO o
%0

Deficiéncia funcional de NO

Vasculopatia e disfuncdo endotelial
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O valor de hemoglobina dos doentes com drepanocitose esta compreendido entre 60-
90g/l, e 0 VGM esta dentro de parametros normais, traduzindo assim a presenca de uma
anemia normocitica?®. Os doentes com anemia falciforme tém leucocitose com neutrofilia, de
forma quase invariavel, a0 hemograma?®. Os marcadores de hemdlise encontram-se também,
previsivelmente, aumentados®.

A avaliacdo da LDH é um bom biomarcador na avaliacdo da hemdlise intravascular e
correlaciona-se com a elevacdo da velocidade do jato regurgitante da tricispide (JRT) (melhor
preditor da mortalidade). Velocidade de 2.5m/segundo ou mais do JRT esté associada a 40%
de taxa de mortalidade a 3 anos em adultos®.

Se a necessidade de diagndstico for urgente, este pode ser conseguido através da
conjugacao do quadro clinico (crises algicas, sindromes agudas de érgdo, e anemia hemolitica
cronica), esfregaco de sangue periférico -através da observacdo de eritrocitos em forma de
foice-®, e pelo teste de falciformizac&o eritrocitaria®®. Este tltimo ndo deve ser realizado em
criancas com menos de 6 meses de vida uma vez que a maior concentracdo de HbF levara a
resultados falsos negativos?.

O diagndstico desta patologia é extremamente simples e baseia-se na observacdo e
quantificacdo da HbS quer através da eletroforese (HPLC) e da sua confirmacdo por um teste
de solubilidade ou de falciformizacdo. Pode ainda ser utilizada a sequenciacdo do gene
HBB?. O padrio da hemoglobina desta entidade por eletroforese ou HPLC mostra-se com
55-90% de HbS?,

No caso de coexistir uma mutacdo B-talassémica (B°), a anemia sera hipocrémica e
microcitica, a eletroforese da hemoglobina revela >80% de HbS e o doente apresentara um
fendtipo severo?,

De notar que existem pelo menos 13 outras variantes hemoglobinicas que resultam de

mutacdes adicionais, para além daquela presente na anemia falciforme, e que mantém a
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capacidade de polimerizacdo. O seu padréo eletroforético, contudo, pode ser diferente daquele
da HbS, e portanto € prudente realizar teste de falciformizacao eritrocitaria quando ha suspeita

de uma variante hemoglobinica ndo identificada?.

5.3 Talassémias

As talassémias sdo das doencas genéticas mais comuns em todo o mundo, com mais
de 60 000 nascimentos anuais de individuos severamente afetados®®. Mdultiplos estudos
relacionam o elevado nimero de doentes e portadores com uma diminuicao da suscetibilidade
a infecdo por Plasmodium falciparum?®Z.

Sd0 um grupo heterogéneo de anemias hereditarias que resultam da reducdo da
biossintese das cadeia o ou P globinicas, necessarias para formar o tetrdmero de
hemoglobina®3!.

As consequéncias fisiopatologicas destas entidades surgem secundariamente a
diminuicdo da concentracdo de Hb da célula (com consequente diminuicdo da sobrevida e da
capacidade de transporte de Oz), mas mais importante, do desequilibrio que se observa entre
as cadeias o ou B-globinicas®, resultando na precipitagdo das subunidades globinicas no
folheto interno da membrana celular levando a uma diminuicdo da deformabilidade do GV.
Ao nivel dos precursores eritrocitarios, a rapida destruicdo de cadeias globinicas livres resulta
na destruicdo destes, na MO, o que significa que o quadro clinico da anemia por uma
talassémia ndo é so devido a anemia hemolitica, mas também a eritropoiese ineficaz®. O
fendtipo destes doentes é altamente varidvel, estando descritos individuos completamente

assintomaticos, a doentes severamente anémicos com necessidade de transfusdes repetidas®.
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5.3.1 a-talassémia

E causada maioritariamente por delecdes (mais frequentes) ou mutagdes pontuais 2% no
gene da a-globina, que levam a uma diminuicio ou auséncia de sintese?*3, Estio descritas
sensivelmente 200 mutacdes/delecdes deste gene??. Em cada cromossoma 16, existem 2 alelos
que codificam a a-globina e a gravidade clinica vai depender do numero de alelos afetados,
assim como do tipo de mutagio presente3l. As delegBes eliminam total (o°) ou parcialmente
(o) a produgdo de a-globina num determinado cromossoma (em Portugal as mais comuns sdo
ao®’ e ao*?)?; as restantes mutacdes resultam ou em reducdo, ou auséncia da produgio de a-
globina, ou na sintese de cadeias estruturalmente aberrantes, associadas a um feno6tipo clinico
mais grave3l-32,

A quantidade de alelos mutados vai ser proporcional a quantidade de cadeias o
produzidas. Assim, individuos com apenas um alelo mutado, sdo portadores silenciosos, ou
apresentam indices eritrocitarios borderline; individuos com dois alelos mutados (traco a-
talassémico), transmitidos em cis ou em trans (a identificacdo do tipo de transmissdo €
irrelevante clinicamente falando, no entanto, pode ser essencial o seu esclarecimento no
ambito da medicina reprodutiva)®!, apresentam anemia ligeira, ndo hemolitica®?.

Delegdo dos quatro alelos da a-globina resulta em Hb Bart hidropsia fetal, uma
condicio geralmente incompativel com a vida®?33,

A doenca da hemoglobina H €é causada pela mutacdo em 3 dos 4 alelos da a-globina
com diminuicdo de mais de 70% da producéo desta®'*2, Durante o desenvolvimento fetal, as
cadeias y em excesso vao formar homotetrameros (y4), chamados de Hb de Bart; 6 meses apds
0 nascimento, sdo as cadeias f que formam tais homotetrameros (B4), a HbH, que devido a sua
instabilidade, precipitam nas células ainda em desenvolvimento3l. A maior parte dos doentes
com HbH ndo ira depender de transfusfes sanguineas, mas 0 seu uso podera ser necessario em

situagBes que aumentem o stresse oxidativo®. Clinicamente, os afetados apresentam-se com
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anemia variavel (26-133 g/l) e quantidades variaveis de HbH (0.8-40%), esplenomegalia,
ictericia , Ulceras nos membros inferiores, calculos biliares, sobrecarga de ferro, e episodios
hemoliticos em resposta a infeces, e a determinados farmacos®2.

A hemoglobina Constant Spring (HbCS) ¢é a variante o*-talassémica, ndo-delecional,
mais prevalente no mundo, com frequéncias génicas a atingir os 6% na Tailandia®® . Ocorre
devido a uma mutacgéo pontual no coddo STOP do gene a2 (aquele que tem maior expressao),
levando a elongagdo da proteina®?. Esta mutacio resulta na formacio de mRNA instavel e
apenas baixas quantidades de HbCS s&o produzidas®*. Portadores desta mutagio tendem a ter
manifestacdes ligeiramente mais graves da doenca, uma vez que, para alem da reducdo da
producéo de Hb, ha a producio de uma Hb instavel,

Os doentes com doenca da HbH irdo ter anemia de gravidade varidvel, com reducéo
do VGM e da HGM, e niveis normais ou ligeiramente reduzidos da HbA: a anélise da Hb. No
periodo fetal, quando os niveis de cadeias o caem abaixo dos 70%, Hb Bart pode ser detetada.
No adulto, no ESP, podem ser identificadas as moléculas de HbH (corpos de inclusdo) atraves
do uso do azul de cresil brilhante, e, se em quantidade suficiente, esta pode ser detetada
através de técnicas eletroforéticas®.

O diagndstico baseia-se no hemograma -que vai demonstrar uma anemia microcitica
hipocromica- e no ESP (células microciticas, de morfologia bizarra, com presenca de
esquizocitos e, através de coloragdes supra-vitais corpos de inclusdo -cadeias globinicas-)%. A
concentragdo de Hb e o valor do VGM véo ser tdo mais baixos, quanto o numero de alelos o
mutados?*,

A presenca de uma anemia microcitica, com elevagdo dos parametros de hemdlise e
auséncia de défice de ferro, e <3.4% de HbA: na eletroforese da hemoglobina é sugestivo de

o-talassémia??. A HPLC pode demonstrar niveis elevados de Hb de Bart, ao nascimento, e de
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HbH mais tarde na vida®!. Estudos moleculares do DNA (sequenciagio) sio essenciais para

confirmar o diagnostico de a-talassémia?3L.

5.3.2 B-talassémia

Existem mais de 300 alelos B-talassémicos, na sua maior parte, causados por mutagdes
pontuais no gene ou nas regides que o flanqueiam, contudo, delecdes removendo o gene f
também podem ocorrer??®, Quando a B-globina é abolida pela mutagdo, estamos perante uma
talassémia B° a0 passo que, uma mutagao que apenas reduza a sintese da cadeia, produz uma
talassémia B* (fenctipo, geralmente, mais ligeiro?®)?2%, Qutras variantes estruturais podem
também ter um efeito B-talassémico (5.3.3 e 5.3.4) %,

A severidade da doenca ¢ determinada pela extensao da redugdo da sintese de B-
globina, e pelo grau de excesso de cadeias o 3!, no entanto, doentes homozigotos para
mutagdes B* idénticas podem ter uma extraordindria variacdo fenotipica: ha doentes que sdo
dependentes de transfusdes sanguineas (B-talassémia major) e outros, independes destas (B-
talassémia intermédia)®>®L. A semelhanca do que ocorria na anemia falciforme, a co-heranca
de outra patologia que diminua o desequilibrio entre as a e B-globinas (a-talassemia) ou que
aumente a concentracio de HbF esté associada a manifestagdes clinicas mais leves.

Uma mutacdo que afete apenas um alelo, normalmente ndo tera importancia clinica,
porém, individuos com dois alelos mutados sofrerdo de anemia severa (B-talassémia
intermédia ou pB-talassémia major). A fisiopatologia da p-talassémia prende-se com o
desequilibrio que ocorre entre as cadeias a e f: as cadeias o em excesso irdo precipitar nos
precursores eritrdides (causando deseritropoiese) e nos GV (causando hemolise)?*3L,

Clinicamente, os doentes apresentam-se com anemia, esplenomegalia, deformacées
Osseas devido a expansdo da MO, atraso estatoponderal, e sobrecarga de ferro, que

eventualmente levara a lesdo de 6rgao®L,
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Numa B-talassémia major, 0 hemograma, evidencia uma diminui¢do da concentracdo
de Hb (<80g/l), com hipocromia (HGM <20pg) e microcitose (VGM <70 fl); se se tratar de
uma B-talassémia intermédia, a anemia é de menor severidade e a microcitose mais ligeira?>.
Doentes com B-talassémia minor (B° ou B* em heterozigotia, geralmente) tém apenas uma
ligeira anemia microcitica e elevagio da HbA; ao estudo eletroforético®®; uma excegéo a esta
regra ocorre quando, para além da mutacdo que condiciona uma alelo p° ou p*, o doente herda
também um alelo o triplo (ao/a00), ou quadruplo (ao/aoae)?®.

O diagnostico da B-talassémia major deve ser suspeitado se perante um doente
(normalmente de 3 a 6 meses de vida), de origem étnica sugestiva, desenvolve anemia
microcitica e hipocromica, que ndo é devido a défice de ferro®®; se se tratar de uma B-
talassémia intermédia, o doente € normalmente uma crianca mais velha, que se apresenta com
anemia microcitica e hipocrémica, com hepatoesplenomegélia, ictericia, e, por vezes,
expansio dos ossos da face?®.

O diagnéstico definitivo é conseguido pela avaliacdo dos indices eritrocitarios,
observacao do ESP, e pela analise da hemoglobina: hd um aumento das HbF e HbA, (>3.5%)
com diminuicdo ou auséncia de HbA; a HbE pode ser detetada em doentes com HbE/B-
talassémia?>263t, A identificacdo de mutacdes, por meio da analise do DNA é um método bem

estabelecido e recomendado para a confirmacio do diagndstico?®3!,

5.3.3 5B-talassémia

Ocorre devido a uma grande delecdo no locus do gene da B-globina formando uma
proteina de fusdo entre o gene P e & 2. Ao hemograma, identifica-se hipocromia e microcitose
na populacdo de GV, cujo nimero absoluto pode estar aumentado. O estudo eletroforético

revela niveis elevados de HbA: (na ordem dos 15%)%.
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5.3.4 Variantes talassémicas — HbE/B-talassémia

A variante HbE é extremamente prevalente no sudeste asiatico, atingindo até 60% em
determinadas populacGes, tornando o gendtipo HbE/B-talassémia, de grande importancia
clinica, e com enorme variabilidade fenotipica®**. A HbE é uma variante estrutural B-globinica
que resulta tanto em diminuicdo da sintese da B-globina, como na formacdo de cadeias com
interacdo anormal com a-globina, e, se transmitido isoladamente (em hétero ou homozigotia),
condiciona talassémia minor334,

O alelo BF leva a uma reducdo da produgdo da cadeia e, se conjugado com os alelos °
ou B* leva a uma forma clinicamente severa de P-talassémia®. Estudos sugerem que, em
determinadas populacdes, até 50% dos individuos com [B-talassémia major tém o gendtipo
BE/B* ou BE/RP. 233134

Ao hemograma, identifica-se hipocromia e microcitose na populacdo de GV, cujo
nimero absoluto pode estar aumentado. O estudo eletroforético revela niveis elevados de
HbA; (na ordem dos 25-30%)% e de HbE (58 + 1.5%)?.

A transmissdo da HbE, conjugado com outros gendtipos que causam a-talassémia
(incluindo a Constant Spring) € também possivel, e resulta em complexas interacdes génicas

culminando num fenGtipo de talassémia intermédia (HBAE de Bart)3*.
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6. Enzimopatias

6.1 Metabolismo do glébulo vermelho

Tendo em conta a auséncia de organelos do eritrdcito, as suas vias metabolicas sao
relativamente limitadas, ainda assim, sdo capazes de o manter vidvel durante cerca de 120
dias®. Elas englobam: a glicolise anaerdbia (Embden-Meyerhof), os desvios das pentoses-
fosfato e de Luebering-Rapoport, o metabolismo da glutationa, e o metabolismo dos
nucleosideos®®%, Tém como objetivo a manutencéo da funcdo adequada das bombas Na*/ K*,
manutencdo da hemoglobina no seu estado reduzido e da sua afinidade pelo O2, manutencao
do balanco redox no pool de glutationa, e manutencéo do pool de adenosina®=®.

A via Embdem-Meyerhof (EMP) converte glicose em piruvato ou lactato e é a Unica
fonte de ATP do GV possibilitando o funcionamento das bombas Na*/K'-ATPase
(diretamente envolvidas na conservagdo da integridade da membrana)®®. Da via EMP advém
também a producdo de NADH, cofator ao citocromo b5 redutase, que, por sua vez, é
responsavel pela reducdo da hemoglobina oxidada®®. O Shunt Luebering-Rapoport é inico ao
eritrocito e permite a producédo de 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG) (cuja funcdo € a regulacdo
da afinidade da Hb ao oxigénio)*. Em condicdes fisiologicas, 90% da glicose é metabolizada
pela via EMP para produzir ATP, e a restante metabolizada através da via das pentoses-
fosfato, cuja principal fungdo é a sintese de NADPH®*. O NADPH atua como cofator da
glutationa redutase, permitindo a sua manutencdo no estado reduzido, providenciando ent&o,

defesa contra o stresse oxidativo® (figura 7).
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Figura 7: Vias metabdlicas do eritrdcito. Adaptado de [22]
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No GV maduro, o contetdo de nucleosideos € regulado principalmente pelo
metabolismo intracelular de purinas®. Durante a fase de maturagdo reticulocitaria, a maior
parte dos derivados pirimidinicos é degradada e apresentam-se no GV maduro em
quantidades residuais, pelo contrario, os derivados de adenina representam cerca de 97% do
total da pool de nucleosideos®. Dada a incapacidade de produzir estes compostos de novo
(necessarios para a sintese de ATP), os derivados de purina sdo reconstituidos -através de
compostos intermédios- pela via de reciclagem das purinas®>°.

Mdltiplas enzimas controlam todas estas vias metabolicas®. O fluxo glicolitico é
controlado pela hexocinase, fosfofrutocinase, glucose-fosfato isomerase, e piruvato cinase®. A
via das pentoses-fosfato é controlada pela glicose-6-fosfato desidrogenase®. A pirimidina-5-
nucleotisase é a principal enzima envolvida na via de reciclagem de nucleosideos®.

As mutacbes que afetam o metabolismo do eritrécito, e que condicionam anemia
hemolitica, podem ser classificadas -arbitrariamente- segundo trés tipos: (i) enzimopatias da
via glicolitica (via Embden-Meyerhof e do shunt de Luebering-Rapoport), (ii) enzimopatias
das vias de metabolismo dos nucleosideos, e (iii) enzimopatias do metabolismo da glutationa
e do shunt das pentoses-fosfato'®. A maioria das enzimopatias s3o herdadas recessivamente,
com sintomas apenas presentes em individuos homozigdticos, ou heterozigotos compostos®

(tabela 6).
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Tabela 6: Disturbios enzimaticos do eritdcito. Adaptado de [22]

. . Manifestacoes Sintomas .. Transmissdo
Enzima Funcgéo no GV . ¢ - Miopatia -
clinicas Neurologicos genética
Adenosina Deaminase Metabolismo nucledtido AHC - - AD
Adenilato cinase Metabolismo nucledtido AHC - - AR
Aldolase Via Embden-Meyerhof AHC + + AR
Fosfofrutocinase Via Embden-Meyerhof AHC - + AR
Fosfoglicerato cinase Via Embden-Meyerhof AHC + + Ligado ao X
Glucose-6-fosfato desidrogenase Shunt Hexose monofosfato AHC; |!1du2|da por - - Ligado ao X
oxidantes
Glucose fosfato isomerase Via Embden-Meyerhof AHC + - AR
Glutationa redutase Metabolismo da glutationa AHC; |r1du2|da por - - AR
oxidantes
Glutationa sintetase Metabolismo da glutationa AHC + - AR
Hexocinase Via Embden-Meyerhof AHC - - AR
Pirimidina-5'-nucleotidase Metabolismo nucleétido AHC - - AR
Piruvato cinase Via Embden-Meyerhof AHC - - AR
Triosefosfato isomerase Via Embden-Meyerhof AHC + - AR

AHC: Anemia Hemolitica Cronica; AD: Autéssimica dominante; AR: Autossémica recessiva

6.2 Enzimopatias da via glicolitica (Embden-meyerhof) e do shunt de Luebering-Rapoport

Alteracbes nestas enzimas estdo frequentemente associadas a manifestacfes néo-
hematoldgicas como: disfuncdo neuroldgica, oligofrenia, miopatia e aumento da
suscetibilidade a infe¢es®.

Defeitos no shunt de Luebering-Rapoport ndo levam a hemdlise mas sim a
policitémia, uma vez que é alterada a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio®, como tal, o
estudo das suas alteracOes estd para além dos objetivos deste projeto. Todas as enzimopatias
que ocorrem distalmente ao shunt de Luebering-Rapoport tém um aumento de 2,3-DPG com
consequente melhoria dos sintomas de anemia e maior tolerancia aos esforgos; este efeito

benéfico esta ausente nas enzimopatias que ocorrem proximalmente ao shunt®®.
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6.2.1 Piruvato Cinase (PK)

O défice de piruvato cinase (PK) é a segunda causa mais frequente de anemia
hemolitica causada por défices enzimaticos e condiciona doenca de severidade variavel, que
agrava durante episodios infeciosos a custa da diminuicio de ATP3%35,

A PK é uma enzima essencial na via EMP e esta intimamente ligada a producéo de
ATP3%. E responsavel pela transferéncia irreversivel de um grupo fosfato do
fosfoenolpiruvato ao ADP levando a formagéo de lactato®>®’. O funcionamento anormal da
PK reduz a quantidade de energia da célula, que é requerida para o seu funcionamento e
sobrevivéncia, levando a uma morte precoce (hemolise)®'.

O défice de PK leva também ao aumento de 2,3-DPG -devido a acumulacdo de
metabolitos a montante da deficiéncia®’- e, uma vez que ocorre um aumento na concentragio
desta, ha uma diminuicdo da afinidade da hemoglobina ao oxigénio e, este fendmeno, explica
a relativa boa tolerdncia a anemia (habitualmente severa), uma vez que compensa
parcialmente a hipoxia tecidular®3>%7, Para além de mascarar o fen6tipo clinico, permitindo
aos doentes tolerar valores de Hb mais baixos com menor sintomatologia, a acumulacdo de
2,3-DPG pode prejudicar ainda mais a glicdlise devido a sua acdo inibitéria sobre a
hexocinase®’.,

A maior parte dos casos é causada pela heranca de uma mutacdo missense (70%) na
isoenzima da PK especifica ao eritrocito, transmitida recessivamente®337, Estdo identificadas
180 mutacdes distintas que levam a anemia hemolitica por alteracdo da PK®’.

As manifestagdes clinicas da deficiéncia em PK s&o semelhantes as restantes anemias
hemoliticas cronicas, porém, a severidade desta € extremamente variavel: desde formas
assintomaticas com hemolise compensada, a formas neonatais severas com necessidade de

transfusdes regulares®”. Em doentes com fendtipo ligeiro a moderado, a anemia tende a
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melhorar com o envelhecimento e é relativamente constante na idade adulta, havendo
exacerbacdes ocasionais com infe¢des ou gravidez®'.

O mecanismo pelo qual o défice de ATP causa hemdlise ainda ndo estd
completamente esclarecido® e ndo existe qualquer correlagdo entre grau de atividade da PK e
gravidade da clinica®.

O diagnostico desta patologia comeca com a confirmacdo de hemolise (aumento da
bilirrubina, aumento LDH, e diminuicio da haptoglobina)®*=" e com a presenca de um ESP
incaracteristico®’, sem alteracdes morfoldgicas evidentes (contudo, em alguns casos de
deficiéncia de PK podem estar presentes equindcitos assim como anisopoiquilocitose)®®.

O diagnostico diferencial requer a demonstracdo da diminuicdo da atividade
enzimética, e confirmacdo através da analise de DNA%. Os testes de demonstragdo da
atividade enzimatica sdo rapidos e pouco dispendiosos, e correlacionam a atividade da enzima
em estudo através da alteracdo da absorvancia -ao longo do tempo.- num determinado
substrato, preparado especificamente®. A atividade enzimatica de individuos afetados é
sempre abaixo de 25% do normal, podendo estar proxima de zero®®. Apesar deste ser um teste
relativamente simples, existem multiplas situacdes que podem levar a falsos negativos ou
positivos: condi¢cdes de armazenamento e envio; remocao apropriada de leucocitos e plaquetas
(pela presenca de isoenzimas funcionais); transfusfes sanguineas; e reticulocitos em sangue
periférico dado que a Hexocinase, Piruvato Cinase, Glicose-6-fosfato Desidrogensase, e
Pirimidina-5-nucleotidase sdo enzimas cuja atividade esta aumentada em GV mais jovens. A
avaliacdo de qualquer enzima cuja concertagdo varie com a idade da célula deve ser
comparada outra deste genero: se a atividade da PK é normal, e a da hexocinase estiver
aumentada, podemos estar perante uma deficiéncia de PK®®,

Se perante suspeita de uma deficiéncia enzimatica, a caracterizacdo molecular do

defeito ao nivel do DNA é essencial para a confirmagéo do diagndstico®. Grandes delegdes,
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mutacdes em regides regulatdrias, e mutacdes que levem a splicing alternativo poderdo nédo

ser detetadas pelas técnicas convencionais de Polymerase Chain Reaction®’.

6.2.2 Hexocinase (HK)

Esta enzima catalisa a fosforilagdo da glicose a glicose-6-fosfato, usando o ATP como
dador do grupo fosfato®.

A deficiéncia nesta enzima é extremamente rara estando apenas descritos cerca de
duas dezenas de casos®. E causada por mutacbes transmitidas de modo recessivo,
condicionando anemia hemolitica crénica ndo esferocitica de severidade variavel®*3¢. O
diagnostico é feito através da analise da sua atividade, tendo em conta que esta molécula esta
aumentada em GV mais jovens -reticuldcitos-, e que € uma mas enzimas com menor atividade

enzimatica in vitro®-36,

6.2.3 Glicose-6-fosfato Isomerase (GPI)

E responsavel pela conversio reversivel da glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, o
segundo passo da via glicolitica EMP3%,

O défice em GPI ¢ a segunda causa de enzimopatia mais comum da via EMP*®; é uma
doenca transmitida de forma recessiva e as muta¢fes que a causam sdo, na sua maioria,
missense36:38,

Doentes afetados tém anemia hemolitica cronica de severidade variavel (a semelhanca
das restantes enzimopatias) com exacerbacBes agudas desencadeadas por infegdes®36. A
hidropsia fetal parece ser a complicacdo mais comum do défice de G6PI, em comparagdo com
as restantes enzimopatias; foram ainda descritas alteracdes em tecidos néo eritroides levando

a sintomas neuroldgicos (fraqueza muscular e oligofrenia)®-=# e disfuncéo granulocitaria®.
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Analiticamente, estes doentes apresentam 0s sinais tipicos de anemia hemolitica com
especial tendéncia ao desenvolvimento de sobrecarga de ferro®.

O diagndstico é conseguido pela analise da atividade enzimatica, que estara reduzido
para menos de 25% da atividade normal, e ndo é influenciada pela presenca de reticulocitose

em sangue periférico®=¢,

6.2.4 Fosfofruto Cinase (PFK)

A PFK medeia a reacdo de fosforilagdo, ATP-dependente, de frutose-6-fosfato a
frutose-1,6-fosfato®®. Esta enzima tem trés diferentes subunidades presentes no organismo
humano, e, no eritrocito, estdo presentes cinco isoenzimas de composicdo variavel, que
contém tanto a subunidade L (liver), como a subunidade M (muscle)*>®, portanto, défice
numa destas leva a apenas uma deficiéncia parcial de PFK®,

A deficiéncia de PFK é uma doenca rara, autossomica recessiva®. Mutaces que
envolvam a subunidade L vao levar apenas a anemia hemolitica cronica -normalmente ligeira-
ou doenga compensada, ao passo que, mutacdes na subunidade M resulta ndo s6 em auséncia
desta enzima no GV, como no tecido muscular, resultando em miopatia®>*¢. Cerca de um

terco dos doentes identificados, sio de origem judaica® .

6.2.5 Aldolase

A aldolase é uma enzima presente tanto no GV, como no tecido muscular, e permite a
conversdo de frutose-1,6-fosfato para ou gliceraldeido-3-fosfato, ou fosfato de di-
hidroxiacetona®.

O défice nesta enzima € extremamente raro, estando descritos apenas 6 doentes.

Anemia hemolitica crénica moderada a severa estava associada em todos®. Para além da
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anemia estdo associados outros sintomas como: oligofrenia, miopatia, e alteracdes
psicomotoras®.

6.2.6 Triose-fosfato Isomerase (TPI)

Esta € a enzima com maior atividade in vitro e esta ndo esta dependente do estado de
maturacdo da célula. Catalisa a interconversdo de gliceraldeido-3-fosfato e fosfato de di-
hidroxiacetona (DHAP)*® e esta presente em todos os tecidos®.

A deficiéncia de TPl é uma doenga autossomica recessiva rara, considerada a mais
grave enzimopatias da via glicolitica®3. A mutacio mais frequente (80%) -Glul04Asp- é
também aquela que esta associada a maior severidade de sintomas; esta ndo esta relacionada
com a diminuicio da atividade enzimatica, mas sim com a instabilidade da enzima em si*°.
Dada a sua alta atividade enzimatica, mesmo quando esta estd severamente reduzida, é
suficientemente alta para manter o fluxo glicolitico, nfo condicionando sintomomatologia®®.
Sugere-se que é a acumulacdo de proteinas misfolded que vai condicionar o metabolismo
glicolitico, por mecanismos ainda ndo compreendidos®.

Esta patologia é caracterizada por anemia hemolitica severa, disfuncdo neurologica,
cardiomiopatia e aumento da suscetibilidade a infecd03>*¢*°, O défice de TPI leva & morte na
infancia precoce®>%,

Individuos afetados apresentam ainda um aumento de 20-60 vezes da concentracao
eritrocitaria de DHAP, consistente com o bloqueio metabdlico ao nivel da TPI*® e pensa-se

que este aumento possa contribuir para o desenvolvimento dos sintomas neurologicos®.

6.2.7 Fosfoglicerato Cinase (PGK)

A PGK gera ATP através da conversao reversivel de 1,3-bifosfoglicerato para 3-
fosfoglicerato®®. Esta reacdo é completamente dispensavel através do bypass de Luebering-

Rapoport®.
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O gene responsavel pela codificacdo desta enzima esta presente no cromossoma X,
deste modo, esta € das Unicas enzimopatias associadas a uma mutacio ligada ao X3¢,

Clinicamente esta associada a anemia hemolitica cronica (frequentemente totalmente
compensada), miopatia, e disfuncdo neuroldgica, no entanto, o fendtipo é extremamente
variavel uma vez que é raro os doentes exibirem estas trés alteragdes®>°.

A atividade da enzima pode variar entre 0-20% do normal, porém, ndo existe

correlacéo entre atividade desta, e o fendtipo clinico®.

6.2.8 Outras enzimas

Mutacg6es na enolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, lactato desidrogensase, e
fosfoglicerato mutase, ou ndo causam hemdlise, ou ainda ndo foi estabelecida uma relacédo

causal definitiva com esta®*>%, uma vez que ndo ha casos identificados na literatura.

6.3 Enzimopatias das vias de metabolismo dos nucleosideos

H& varias enzimas envolvidas no metabolismo das purinas e pirimidinas. As mais
relevantes sdo a pirimidina-5’-nucleotidase (metabolismo das pirimidinas), e a adenilato
cinase e a adenosina deaminase (metabolismo das purinas)®®. Defeitos nestas vdo levar a

anemia hemolitica ndo esferocitica®®.

6.3.1 Pirimidina-5’-nucleotidase (P5N)

Durante a maturacao do eritrdcito, a PSN degrada todos os nucleosideos pirimidinicos
dando origem a compostos solGveis e grupos fosfato®. A atividade da P5N reduz rapidamente
a medida que a célula envelhece, e, ao contrario das restantes enzimas dependentes da
maturacao eritrocitaria, a muito rapida queda da atividade nos primeiros dias de maturagéo é

seguida por adicional diminuico da atividade ao longo da semivida do GV*,
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A deficiéncia em P5N é uma entidade transmitida recessivamente, com anemia
hemolitica de gravidade variavel, e sinais tipicos de hemolise®. Cerca de duas dezenas de
mutacdes causadoras de doenca ja foram identificadas; a grande maioria dos doentes
apresenta-se como homozig6tico para tais mutacdesC.

Défice nesta enzima leva a acumulacdo de nucleosideos pirimidinicos, que formam
agregados insoluveis. Estes agregados apresentam-se no ESP como ponteado basodfilo
grosseiro, que, apesar de inespecifico, é muito sugestivo desta patologia®. Contudo, os
mecanismos precisos que levam a lise eritrocitaria ainda nio sdo totalmente conhecidos*.
Sugere-se que o efeito metabolico exercido por estes compostos possa levar a alteragdo na
composicdo da bicamada lipidica*®. Outros efeitos que podem explicar a diminuicdo da
sobrevida eritrocitaria sdo: a quelacdo de ides de magnésio, inibindo a atividade de enzimas
gue o usam como cofator; a interferéncia do fluxo glicolitico através da competicdo pelos
locais de ligacdo do ATP das enzimas glicoliticas; o comprometimento do shunt das pentoses
devido a diminuicdo do pH intracelular que inibe a acdo da G6PD; aumento dos niveis de
glutationa reduzida“°.

As manifestacBes clinicas desta patologia sdo as tipicas observadas em doentes com
hemolise crénica. A hemdlise pode ser totalmente compensada em casos raros, mas €
frequentemente ligeira a moderada“®.

Analiticamente, além da macrocitose, observam-se os achados tipicos de hemolise
com reticulocitose persistente e nio relacionada com o grau da anemia®*®. Ao ESP observam-
se até 12% dos eritrocitos com ponteado basofilo grosseiro devido a precipitagdo intracelular
de RNA ndo catabolizado*.

O diagndstico desta entidade inclui a medigdo espectrofotométrica de nucleosideos
(scan dos nucledtidos) de purinas e pirimidinas no hemolisado desproteinizado e calculo do

ratio purina:pirimidina - que se apresenta diminuido-3>%; e demonstragdo de diminuicio da
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atividade enzimatica desta®®. Existem multiplos procedimentos que permitem quantificar a
atividade enzimatica desta, que se varia entre 1% e 64% da sua atividade normal. A atividade
residual ndo se correlaciona nem com o fenotipo clinico, nem com o numero de reticuldcitos

em sangue periférico,

6.3.2 Adenilato Cinase (AK)

E uma doenca autossomica recessiva rara -com apenas 12 familias identificadas- que
condiciona anemia hemolitica moderada a grave e detioracdo psicomotora®>#,

A AK é responsavel pela manutencdo da homeostase energética da célula®.

Todos os mutantes estudadas demonstram uma diminuicdo, mais ou menos variavel,
das suas propriedades catabolicas, no entanto, 0 mecanismo fisiopatoldgico que leva a anemia
ainda ndo foi esclarecido e o fendtipo clinico correlaciona-se mais fortemente com o tipo de

mutagdo em causa, do que com a atividade enzimatica residual®:.

6.4 Enzimopatias do metabolismo da glutationa e do shunt das pentoses-fosfato

Estas vias metabdlicas sdo o principal meio de protecdo do GV contra o stresse
oxidativo, e a glutationa reduzida é a principal fonte de poder redutivo da célula®. Para
alcancar o estado reduzido desta molécula, o eritrdcito usa o desvio das pentoses-fosfato para
produzir NADPH®. Em condi¢Bes normais, apenas uma minoria das moléculas de glicose é
desviada para a vias das pentoses-fosfato, porém, em situacdes de stresse, o fluxo de glicose-
6-fosfato por este shunt pode aumentar vinte vezes, por influéncia das enzimas TPI e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (sensiveis a estados oxidativos)*?.

Disturbios das enzimas associadas a estas vias normalmente causam hemolise apenas
em condicOes de grande stresse oxidativo, levando ao desenvolvimento de anemia hemolitica

aguda®.
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6.4.1 Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PD)

A G6PD catalisa o primeiro passo do shunt das pentoses-fosfato produzindo 6-
fosfogluconolactona através da glicose-6-fosfato com concomitante reducdo do NADP a
NADPH, essencial no processo de reducdo da glutationa®4344,

Deficiéncia nesta enzima constitui a causa mais frequente de anemia hemolitica
devido a uma enzimopatia®*. O défice de G6PD ¢é um distirbio ligado ao cromossoma X e
afeta mais de 400 milhdes de pessoas a nivel mundial®>**%, Apesar de ser uma patologia
tipicamente associada ao sexo masculino, o desvio da lionizacdo do cromossoma X pode
ocorrer em mulheres a partir dos 40 anos e pode levar ao desenvolvimento do fenétipo tipico
da deficiéncia de G6PD; devido também a grande prevaléncia de variantes polimorficas, ndo é
raro a ocorréncia de doentes do sexo feminino com homozigotia para alelos mutados*>#4,

A razdo pela qual esta patologia é tdo prevalente é explicada pela vantagem seletiva
dos afetados a infecdo por plasmodium, no entanto, 0s mecanismos pela qual esta vantagem
ocorre, ainda no estdo perfeitamente esclarecidos®.

Clinicamente, esta patologia pode ser dividida em 5 classes, sendo que a maior parte
dos afetados pertence a classe I, 111, e IV e estdo associados apenas a episddios agudos de
hemolise em consequéncia de situacdes que aumentam 0s niveis de stresse oxidativo. Em
contraste, a classe | tem niveis de atividade enzimética inferior a 1%, e esta associada a
hemolise cronica ndo esferocitica, para além das crises hemoliticas supramencionadas®. A
classe V é composta por individuos que vém a sua atividade enzimatica de G6PD
aumentada®.

A ictericia neonatal é um achado relativamente frequente em doentes com deficiéncia
de G6PD, afetando principalmente aqueles com as variantes mais severas da doenca, como a

variante mediterranea, mas ocorre também em variantes associadas a doenca ligeira®.
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As crises hemoliticas manifestam-se como episddios agudos de hemolise intravascular
num individuo previamente assintomatico ap0s a exposicdo de determinados farmacos,
infecbes ou ingestdo de feijoes-fava®®. Mal-estar geral, dor abdominal, ictericia, e
hemoglobindria sdo sinais e sintomas caracteristicos das crises hemoliticas; analiticamente,
observam-se valores de hemoglobina muito baixos sintomaticos, reticulocitose importante e
hiperbilirrubinémia e niveis muito elevados de LHD. Ao ESP com a coloracdo standard
(May-Grinwald-Giemsa) podem ser observadas ceélulas de stress oxidativo (também
chamadas de bite cells) que sdo GV com aspeto de mordedura, e com coloracao supra-vital
(azul de cresil ou violeta de metilo), corpos de Heinz (hemoglobina precipitada)®“#* assim
como anisopoiquilocitose e policromasia®***. A severidade da anemia vai variar dependendo
do estimulo oxidativo em causa, e da mutacdo presente; as crises hemoliticas podem estar
presentes em ambos os géneros, porém, a sintomatologia é menos severa no sexo feminino®.
Apesar da sua potencial gravidade, a maior parte das crises hemoliticas sdo autolimitadas,
uma vez que a medida que as células mais antigas lisam -devido ao stresse oxidativo-, sdo
substituidas por células mais jovens, com niveis maiores de atividade enzimatica®.

Como foi referido anteriormente, a anemia hemolitica cronica é também possivel em
doentes com atividade enzimatica extremamente baixa; estes individuos apresentam-se com
sintomas caracteristicos (esplenomegalia, aumento da frequéncia de litiase biliar e
hiperferritinémia). Para além da doenca cronica, as crises agudas sao também possiveis e com
um maior nimero de farmacos (e com menores doses)*3.

Apenas raramente (G6PD Volendam e G6PD Amsterdam), défice de G6PD leva a
sinais e sintomas ndo hematoldgicos, como doenca granulomatosa cronica, devido a disfuncao
neutrofilica. A relativa ndo afecdo das celulas nucleadas é explicada pela sua constante

producdo enzimatica®.
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Existe um elevado nimero de mutagdes associadas a esta patologia, algumas das
quais, com frequéncia superior a 1%, passando entdo a chamar-se variantes polimorficas*.
Diferentes regides vao ter diferentes prevaléncias de polimorfismos: a variante mediterranea é
prevalente nas areas mediterranicas, médio-oriente e india , a0 passo que a variante A- é
responsavel pela vasta maioria de défice de G6PD em Africa®. Estas variantes polimorficas
vdo sdo incluidas na classe 11 (atividade enzimatica entre 1-10%*) e 11 (atividade enzimatica
entre 10-60%%4)*,

As variantes esporadicas surgem com frequéncias muito mais reduzidas, sendo
causadas maioritariamente por mutacdes missense; estdo associadas a hemolise cronica, e sdo
de classe 1*3. Ndo existem mutacdes nonsense ou frameshift desta enzima especulando-se que
a sua total auséncia levaria a morte in ttero®,

O diagndstico desta patologia € conseguido através do teste de beutler (teste de
rastreio rapido ndo especifico*) ou pela medigdo espectrofotométrica da atividade da enzima,
podendo ambos serem falsamente negativos, se o individuo em causa estiver na fase de estado
da crise hemolitica, devido ao elevado nimero de reticul6citos em sangue periférico®44,

Perante um episddio de hemolise aguda, tanto os métodos de rastreio, como a medicao

da atividade enzimatica sdo normais, neste caso 0 exame molecular é preferivel*,

6.4.2 Glutationa Redutase (GR)

Esta enzima é responsavel pela conversdo da glutationa oxidada em glutationa
reduzida. O seu défice é extremamente raro, e € causada por mutacOes transmitidas
recessivamente. O fenotipo clinico é semelhante ao da deficiéncia de G6PD, com individuos
afetados geralmente assintomaticos, com suscetibilidade aumentada & ingestdo de

determinados farmacos ou feijdes-fava predispondo a crises hemoliticas agudas®.
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6.4.3 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGD); v-glutamil-cisteina-sintetase / Glutamato

cisteina ligase (GCL); Glutationa Sintetase (GS)

As deficiéncias nestas enzimas séo raras e condicionam apenas hemdlise ligeira, sendo
que o seu fendtipo é principalmente marcado por manifestacdes extra-hematoldgicas, como
alteragBes neuroldgicas e aumento da suscetibilidade a infegdo #24°.

O diagndstico é conseguido pela analise molecular do gene que as codifica. 424,

6.4.4 Outras enzimas

Defeitos na glutationa peroxidade e noutras enzimas envolvidas na defesa contra o

stresse oxidativo ndo foram associadas a fendmenos hemoliticos®42,
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7. Microangiopatias Tromboticas Hereditarias (TMA) hereditarias / Anemia

Hemolitica Microangiopatica (MAHA) hereditaria

Com a descoberta de deficiéncias hereditarias da proteina ADAMTS13 na purpura
trombocitopénica tromboética (TTP congénita) e, mais recentemente, de mutacbes em
proteinas-controlo do complemento em até dois tercos dos doentes com sindrome hemolitico
urémico atipico, surge a necessidade de separar estas duas entidades, que tém fisiopatologia,
clinica e tratamento muito distintos®.

A TMA ¢ definida pela presenca de trombos de fibrina ou plaquetas na
microcirculacdo. E caracterizada pela presenca de anemia hemolitica ndo imune,
trombocitopenia, e lesdo de 6rgdo-alvo®,

A distincdo entre a TTP congénita e o sindrome hemolitico urémico atipico, é feita
clinica e laboratorialmente e pode trazer consigo grandes desafios; geralmente, ambas as
entidades se apresentam com trombocitopenia, anemia hemolitica, e esquizécitos no ESP, no
entanto, os mecanismos que os produzem, sdo completamente distintos®*%4’. Os esquizécitos
(eritrocitos fragmentados) sdo indicadores de aumento forcas de cisalhamento e, na auséncia
de dipositivos intravasculares (como valvulas cardiacas mecanicas), sdo a consequéncia da
estenose a nivel arteriolar e capilar®.

O diagnostico destas duas patologias passa pela exclusdo de outras causas de hemélise
microangiopatica e trombocitopenia como: dispositivos intravasculares, doenca neopléasica,
doenca autoimune, infecdo (Escherichia coli, Shigella dysenteriae, S. pneumoniae, HIV),
pancreatite, hipertensdo severa (ndo exclui formas frustes de aHUS), farmacos (ticlopidina,
bevacizumab, mitomicina, gentamicina, e inibidores da calcineurina), coagulacdo
intravascular disseminada, hemoglobindria paroxistica noturna, sindrome do anticorpo

antifosfolipidico, trombocitopenia induzida pela heparina ou Sindrome HELLP*®,
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7.1 Purpura Trombocitopénica Trombotica Congénita

A TPP congénita (também conhecida por Sindrome de Upshaw-Schulman) € causada
por mutagdes da ADAMTS13 (e auséncia de autoanticorpos para esta*®) e é responsavel por
menos de 10% dos casos de TTP***, As mutacdes (maior parte missense®) sdo herdadas
recessivamente®!, podem ocorrer dispersadas por todo o gene (ndo sendo conhecidos
hotspots), e resultam numa diminui¢cdo da secrecdo/sintese/atividade da protease, ou no
aumento da sua degradagao*®>°,

A ADAMTS13 é uma metaloprotease determinante na prevencdo da agregacdo do
fator Von Willebrand (VWF) as plaquetas em circulagdo®®, clivando os multimetros do VWF
-secretados pelas células endoteliais- em formas mais pequenas, hemostaticamente ativas, mas
ndo protromboticas®?.

Na deficiéncia da ADAMTS13, a propensdo do VWF e da plaqueta para formar
agregados depende de varios fatores, sendo que o mais importante é o perfil tensional de
cisalhamento na microcirculacio®. Em alguns doentes, a tenséo de cisalhamento podera n&o
ser suficiente para ativar o VWF e a sua interacdo com a plaqueta ndo ira ocorrer (mesmo
perante deficiéncia severa da ADAMTS13): este fendmeno ira explicar a grande variabilidade
clinica encontrada®®. Existem doentes que tém a sua primeira manifestacdo da doenca na
idade adulta, enquanto outros, manifestam doenca de inicio precoce*®,

A TTP congénita est4 frequentemente associada a deficiéncia severa da ADAMTS13
(definida por uma atividade da protéase menor que 10%); estes doentes tém acumulacéo de
multimetros VWF ultra-grandes, ndo clivados, e estes, podem fazer parte do principal
mecanismo fisiopatoldgico neste grupo de doentes*®. Estes individuos tém um risco de 41%
de recorréncia de manifestaces clinicas aos 7 anos e meio versus 4% em individuos com

atividade superior a 10%*°. Doentes com alguma atividade residual da ADAMTS13 estdo
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relativamente protegidos até que algum evento desafie o seu precario equilibrio (gravidez,
processo infecioso, ingestdo alcodlica, cirurgia por exemplo)**,

Estudos sugerem que doentes com baixos niveis de ADAMTS13 (<5%) tém tendéncia
para ter niveis significativamente diminuidos de plaquetas (<30 x10%1), diminuicdo da
creatinina sérica (< 2.26 mg/dl), e anticorpos antinucleares positivos: a combinacao destes trés
critérios obteve uma especificidade de 98.1% na identificacdo de doentes com baixos niveis
da protease*’2, O uso da contagem das plaquetas e da creatinina sérica podera assim prever
os valores da ADAMTS13 para assim chegar ao diagndstico de forma mais célere*®:°2,

O fendtipo desta patologia é explicado pela formacdo de agregados de VWF e
plaquetas na microcirculacdo levando entdo a isquemia tecidual, e manifestando-se por
alteracBes neuroldgicas (25-79% dos doentes®?), dor abdominal, pancreatite, enfarte agudo do
miocardio?®, febre® e lesio renal®.

O doente tipico com TTP congénita serda o recém-nascido que desenvolve
trombocitopenia e ictericia horas apds o nascimento, hemdlise e esquizécitos no ESP,
ocasionalmente, episddios convulsivos e obnubilacdo mental, e que responde favoravelmente
a transfusdo sanguinea ou exsanguineotransfusdo. Laboratorialmente, apresenta atividade
reduzida da ADAMTS13 (<10%) e ndo tem presentes anticorpos inibitérios para esta
proteina®®.

De notar que os afetados podem apresentar lesdo renal aguda e ser erroneamente
diagnosticados com aHUS até que seja realizado o teste da atividade da ADAMTS13%47, Da
mesma forma, a presenca de deficiéncia severa de ADAMTS13 ndo deve imediatamente
excluir a presenca de uma possivel aHUS*’,

O diagnostico da TTP congénita é feito através da documentacdo da trombocitopenia,

anemia hemolitica microangiopatica com sinais de fragmentacdo dos GV (e exclusdo de
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causas alternativas que possam explicar estes achados), reducao da atividade da ADAMTS13,

e pela analise molecular do gene que a codifica*®°,

7.2 Sindrome Hemolitico Urémico Atipico (aHUS)

O sistema complemento é parte integral do sistema imune e compreende as vias
classica, da lectina, e alternativa. As vias classica e da lectina sdo ativadas por complexos
imunes ou pela manose microbiana, e levam a formacéo do complexo de ataque a membrana
(C5b-9) e de toxinas anafilactdides (C3a e C5a). A via alternativa, tem como funcdo a
amplificacdo das anteriores, e esta regulada por mdltiplas proteinas (fator I, fator H, CD46, e
trombomodulina), permitindo a cessacdo da atividade do complemento, assim que a infecdo

seja resolvida>* (figura 8).

Complexo imune ou
manose microbiana

C4b2a (C3 convertase) Via Alternativa

CFP
: Jl l CrB Cl?.b b
= Bb, Ba
8 Cc3 \, \ > C3b —;.—> C3bB L.D) (alt. C3 convertase)
(]
s B C3b
el ic3a €— C3a \ / .k
k) < C4b2a3b _—
_‘_% (C5 convertase) | CFl €——— (CfH C3bBbC3b
(%)
®
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THBD (alt. C5 convertase)
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mcP c5 T> Gb 6, c7
A C8,C9
CPB2 —> CPB2a

C5a
l @ CFHR1
Trombina/

THBD iC5a  C5b-9

Figura 8. Ativacéo do sistema complemento e sua regulacdo. adaptado de [54].

Legenda: CFP — fator P do complemento; CFB — fator B do complemento; CFD — fator D do
complemento; CFl — fator | do complemente; MCP — proteina cofatora de membrana; THBD —
trombomodulina; CFH — fator H do complemento; CFHR1 — proteina 1 relacionada com fator H do
complemento; CPB2 — carboxipeptidase B2; CPB2a — forma ativa da carboxipeptidase B2
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A aHUS resulta da deficiente regulagdo do sistema complemento®. Pode resultar de
mutacdes de perda de funcdo (do fator H, do CD46, do fator I, ou da trombomodulina), de
ganho de funcédo (do fator B, do C3), ou ainda da presenca de autoanticorpos para o fator H
(extremamente raros®) 46, cujo estudo esta para além do objetivo deste projeto. Porque a lista
de moléculas afetada permanece incompleta, um teste genético ndo exclui o diagndstico de
aHUS46'47'54.

O defeito no complemento leva a ativacao descontrolada de C5b-9, provocando lesdo
endotelial, e expondo moléculas protromboticas do subendotélio conduzindo a estenose
vascular e ativacdo do sistema de coagulacio®>*,

A producdo de C3a e Cbha esté associada a alteracdes da permeabilidade capilar com
consequente edema de multiplos 6rgdos; clinicamente, este edema reflete-se por: lesédo renal,
alteracBes neurologicas (10-30%%?), disfuncdo cardiaca, derrame pericardico, infiltrados
pulmonares, dor abdominal, nausea, vomitos, diarreia, pancreatite, ascite, e anasarca®.
Doentes que apresentem lesdo renal irdo ter um progndstico menos favoravel: cerca de metade
chegardo a um estadio de doenca renal terminal no primeiro episodio de aHUS e dois tercos
nos cinco anos subsequentes®®.

Tanto a TTP congénita como a aHUS se podem apresentar com sintomas
neuroldgicos, pelo que a presenca/auséncia destes ndo podem ser usados na distin¢do entre
estas duas entidades*®’.

Estudos recentes tém tido resultados contraditérios quanto ao uso da atividade da
ADAMTS13 no diagndstico de aHUS, principalmente, pela auséncia de critérios exatos e
sensiveis no diagndstico desta patologia, inobstante, o uso deste teste tem ainda utilidade na
diferenciacéo entre estas duas entidades, e permite a realizacdo do correto diagndstico e da

conduta apropriada na maior parte dos doentes*’.
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Biomarcadores que traduzem a ativagdo desregulada do complemento, como o C3,
fator H ou C4, sdo de utilidade limitada, uma vez que apenas um terco dos doentes (com
aHUS confirmado por sequenciagio de DNA) se apresentam com alteragio nestes®®.

O diagndstico de aHUS pode ser sugerido num doente com MAHA, atividade néo
deficitaria de ADAMTS13, envolvimento renal mais severo, trombocitopenia (contagens de
plaquetas mais altas que na entidade anterior, sendo que alguns doentes podem apresentar
uma contagem normal®®), auséncia de outra patologia que possa explicar o quadro clinico, e
por uma resposta favoravel ao tratamento empirico com eculizumab*’*4 O diagndstico
definitivo pode necessitar do sequenciamento de maultiplos genes (em até 50% doentes, 0
diagnostico é apenas inferido com base na sua melhoria clinica apds tratamento
especifico)*®47%5, Para além do diagndstico, a identificacdo do tipo de gene envolvido
contribui para avaliar o progndstico do doente®.

Atualmente, a procura por novos MCD para a aHUS sdo uma area de intensa investigacao.
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8. Anemia Deseritropoiética Congenita (CDA)

As CDA sdo um grupo heterogéneo de doencas raras que afetam a eritropoiese.
Caracterizam-se pela associacdo de eritropoiese ineficaz congeénita, precursores eritroides
morfologicamente anormais, resposta eritrocitaria subétima, e auséncia de alteragdes
morfologicas nas restantes linhagens celulares. Historicamente eram divididas em 3 classes
(tipo 1, tipo 2, e tipo 3) baseado na morfologia dos eritroblastos a nivel medular 5. Em geral,
o diagndstico destas entidades faz-se pela presenca de quatro critérios: presenca de anemia
congénita ou hereditaria, evidéncia de eritropoiese ineficaz, alteracdes morfolodgicas tipicas ao
exame da MO, e exclusdo de outras sindromes que preenchem os dois primeiros critérios

(talassémias)®’.

8.1 Anemia Deseritropoiética tipo | (CDA-1)

A CDA-1 é uma patologia rara, transmitida recessivamente, ndo havendo quaisquer
alteracOes clinicas ou hematoldgicas em heterozigotia®’. Foram identificados dois genes
possivelmente implicados na fisiopatologia desta doenca: 0 CDAN1 e C150RF41. Com base
nos genes envolvidos, sugere-se que a CDA-1 resulta de defeitos na replicacdo de DNA e da
organizagao da cromatina®®.

No periodo fetal e neonatal, estes doentes apresentam restricdo de crescimento,
hepatoesplenomegalia, ictericia, e hipertensdo pulmonar. Os doentes podem ainda apresentar
alteracdes esqueléticas (polidactilia ou sindactilia), e, nos casos mais severos, expansao dos
ossos frontal e parietal. Praticamente todos os doentes irdo desenvolver sobrecarga de ferro®’.

O valor da hemoglobina varia entre 70-111 g/l e a anemia é macrocitica (VGM 100-
120 fl), o RDW encontra-se aumentado e o nimero de reticulocitos esté abaixo daquele que se

esperaria para o grau de anemia. Os niveis de LDH, ferritina e bilirrubina encontram-se
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aumentados®’*°. Ao ESP observa-se anisopoiquilocitose, ponteado baséfilo em alguns GV, e
precursores eritroides®”°,

A MO é hipercelular com presenca de precursores eritroides anormais com um aspeto
megaloblastico, com presenca de células tri e tetranucleadas. A presenca de pontes de
cromatina internucleares afetando uma pequena percentagem de eritroblastos é quase
patognomonica desta patologia e permite o seu diagnostico® . A microscopia eletronica,
estes doentes apresentam eritroblastos com heterocromatina com aspeto de “queijo sui¢o”5L.

O diagnostico da CDA-1 pode ainda ser alcancado através da sequenciacdo dos genes

afetados®061,

8.2 Anemia Deseritropoiética Congénita tipo 1l (CDA-2)

A CDA-2 é a CDA mais frequente®®®, estando reportados mais de 450 casos no
mundo®. E transmitida recessivamente, sendo causada por muta¢Bes no cromossoma
20011.2%°, mais especificamente no gene SEC23B (cuja proteina estd envolvida nas vias
secretoras das células eucariotas)®~°, essencial para a homeostasia da membrana, a
localizacio das proteinas dentro da célula, e a secrecdo de fatores extracelulares®® . Estudos
indicam que a fisiopatologia desta doenca esta relacionada com defeitos na glicosilacdo das
proteinas da membrana eritrocitaria (proteina de banda 3, banda 4.5 e glicoforina A)%,
levando a uma agregacdo anormal das proteinas de banda 3 na membrana da célula e
aumentando a sua destruicdo na circulacdo esplénica®.

O diagnostico desta patologia costuma ser mais tardio, devido a menor severidade da
anemia associada (Hb (g/l): 95+7 °°); para além desta, os doentes apresentam-se ictéricos,
com hepatoesplenomegalia, e com sinais de sobrecarga de ferro®°%0, Esta patologia tem

clinica semelhante a HS, pelo que uma correta avaliacdo do numero de reticulocitos (normal
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ou ligeiramente aumentado, e inapropriadamente baixo para o valor de Hb*®) e do valor da
ferritina, sdo essenciais para o diagnostico diferencial entre estas duas entidades®®.

A anemia € normocitica, 0 RDW encontra-se aumentado, assim como os valores de
LDH, ferritina e bilirrubina indireta; ao ESP observa-se anisopoiquilocitose, anisocromasia,
ponteado basofilo em alguns GV, e precursores eritrdides®”®%®1, A MO apresenta-se
hipercelular com hiperplasia eritréide, e com um grande nimero de eritroblastos binucleados
(ntcleos de tamanho e desenvolvimento semelhante)®®51, A microscopia eletronica detetam-se
eritroblastos com porcbes da membrana duplicada (devido ao excesso de reticulo
endoplasmatico)>”,

Os eritrocitos dos doentes com CDA-2 sofrem lise em soro acidificado (teste de Ham),
devido a presenca de um anticorpo da classe IgM que reconhece um antigénio especifico
destes®® .O teste de Ham tem alta especificidade no diagnostico da CDA-2, porém, devido &
sua complexidade e dificil padronizacdo, caiu em desuso®; os eritrocitos destes doentes
aglutinam em soro contendo anticorpos anti-antigénio i e, apesar desta resposta ser altamente
sensivel, ndo é especifica®®. A analise da membrana eritrocitaria através do SDS-PAGE
provou-se extremamente importante uma vez que identifica um perfil tipico da proteina de
banda 3 (e da banda 4.5%®), devido ao defeito na sua glicosilago®>7-5%0,

Num doente fenotipicamente tipico, o diagnoéstico definitivo é conseguido pela sequenciacédo
do gene mutado, ndo sendo necessarios outros testes como a microscopia eletronica da MO ou

0 SDS-PAGE®®,

8.3 Anemia Deseritropoiética Congénita tipo 111 (CDA-3)

E um subtipo raro da doenca, transmitida de modo autossomico dominante estando
também descritos mutagbes de novo® %88, E causada por uma mutacdo no gene KIF23

resultando em alteragOes na citocinese e formagéo de células multinucleadas®®.

78



A clinica € menos severa que 0s restantes subtipos, e a anemia € ligeira. Os doentes
apresentam-se com alteracfes oculares, ndo tém sobrecarga de ferro (porque tém anemia
hemolitica intravascular) ou hepatoesplenomegalia®”°.

O valor da hemoglobina varia entre 80-140g/l, 0 VGM esta aumentado e 0 RDW esta
aumentado. A LDH esta aumentada, porém, os valores de ferritina e de bilirrubina estdo
normais®’. O ESP revela anisopoiquilocitose marcada e macrocitose®.

A observacio da MO, observam-se células precursoras gigantes frequentemente
multinucleadas ou com poliploidia (conteudo de DNA pode ser até 48 vezes mais que 0

normal)®°.

8.4 Variantes CDA

Sdo outras formas de CDA que ndo se enquadram em nenhumas das patologias
supracitadas, (refletindo a grande variabilidade que existe neste grupo de doencas) causadas
por defeitos em multiplos outros genes incluindo os fatores de transcricdo especificos da linha
eritrocitaria (GATA-1 e KLF1) e noutros onde a CDA faz parte de uma sindrome clinica mais

alargada®®.

79



9. Concluséo E Proposta De Um Algoritmo De Diagnostico

Se é relativamente facil chegarmos ao diagndstico de uma anemia hemolitica
hereditaria, mais desafiante sera a identificacdo da entidade nosoldgica exata. As anemias
hemoliticas sdo um grupo heterogéneo de doencas, com enorme variabilidade fenotipica
podendo mesmo, duas ou mais entidades, apresentarem-se de forma semelhante (clinica e
hematologicamente). Torna-se fundamental, a realizacdo de uma histéria pessoal e familiar
exaustiva.

Estando perante o desenvolvimento de exames diagnosticos cada vez mais complexos
e tecnicamente exigentes, ndo devemos descurar 0S meios mais basicos, por sua vez, mais
informativos, tais como o esfregaco de sangue periférico e 0 hemograma completo. Face ao
crescente nimero de MCD disponivel para a identificacdo destas patologias, torna-se
essencial o conhecimento fisiopatolégico de cada uma delas, de modo a evitar o uso
irrefletido destes, que tornam apenas mais moroso e dispendioso, o correto diagnostico do
doente.

Aliado ao conhecimento fisiopatoldgico, o clinico deve ainda saber identificar
determinados fatores que podem conduzir a suspei¢do para determinadas doencas, e afastar
doutras, entre os quais: a origem étnica do doente e a prevaléncia mundial da doenca.

Numa tentativa de padronizar este grupo complexo de patologias, propde-se na
figura9, um algoritmo diagnostico que permita, de forma eficaz, chegar ao diagnostico
definitivo. O diagndstico exato € crucial uma vez que ndo existem medidas terapéuticas que
ndo estejam isentas de riscos de agravamento da saude do doente. De notar, que ndo estéo
contempladas no algoritmo, situacdes onde mais de uma entidade nosoldgica estd presente,

assim como doentes com multiplas comorbilidades com potencial de mascarar o diagnostico.
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Futuramente, pesquisas adicionais devem ser levadas a cargo de forma a testar e

validar o algoritmo proposto, e permitir a sua integracdo na pratica clinica.
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