
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIÊNCIAS DA SAÚDE DE 
PORTO ALEGRE – UFCSPA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA 
SAÚDE 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
Isabela Delfino Moreira 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Parâmetros Hematológicos Avançados 
como Medida de Adesão à Hidroxiureia 
em Pacientes com Anemia Falciforme 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 

Porto Alegre 
2022 

 

 



 

Isabela Delfino Moreira 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

Parâmetros Hematológicos Avançados 
como Medida de Adesão a Hidroxiureia 
em Pacientes com Anemia Falciforme  

 
 
 
 
 

 
 

Dissertação submetida ao Programa de 

Pós-Graduação em Ciências da Saúde da 

Universidade Federal de Ciências da 

Saúde de Porto Alegre como requisito para 

a obtenção do grau de Mestre. 

                                                             

        

Orientador: Dra. Liane Nanci Rotta 

Coorientadora: Dra. Maria Cristina Werlang 

Coorientadora: Dra. Laura Maria Fogliatto 

 
 
 
 

  Porto Alegre 
2022 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

AGRADECIMENTOS 
 

 Primeiramente, gostaria de agradecer às minhas orientadoras, Dra. Liane 

Rotta, Dra. Maria Cristina Werlang e Dra. Laura Fogliatto pela oportunidade de 

desenvolver um trabalho tão bonito. A paciência e o apoio incansável de vocês foram 

essenciais nessa caminhada.  

 Agradeço também a UFCSPA por fazer parte de mais uma etapa de meu 

desenvolvimento profissional. Dentro dessas paredes encontrei grandes amigos e 

excelentes professores que me mostraram no dia-a-dia como ser uma profissional 

exemplar. 

Também gostaria de deixar meu enorme agradecimento à bolsista de iniciação 

científica Laura Dewes Schmitz e aos colegas do grupo de pesquisa, Gueverson 

Rocha, Viviane Schmitt e Carem Lessa pelo excelente trabalho na construção e 

desenvolvimento desse projeto. 

À minha família e amigos pelo incentivo nos momentos difíceis e pelo amor 

incondicional demonstrado ao longo de todo o período de tempo em que me dediquei 

a este trabalho. Muito obrigada por tudo! 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

“Queremos ter certezas e não dúvidas, 
resultados e não experiências, mas nem 
mesmo percebemos que as certezas só 
podem surgir através das dúvidas e os 
resultados somente através das 
experiências.” 

Carl Gustav 



 

RESUMO 
 

Introdução: A anemia falciforme (AF) caracteriza-se por fenômenos inflamatórios 

crônicos exacerbados por episódios agudos de falcização e vaso-oclusão. O uso 

correto da hidroxiureia (HU) leva à estabilização do paciente, reduzindo a frequência 

de crises e internações hospitalares. Diante das complicações associadas à patologia 

e baixa adesão ao HU, há necessidade de buscar parâmetros que identifiquem 

alterações recentes no status do paciente. Os Parâmetros Clínicos Avançados do 

hemograma (PCAs) permitem uma análise precoce da hematopoiese. O objetivo 

desse estudo foi traçar o perfil demográfico de pacientes com AF não aderentes ao 

tratamento e avaliar os PCAs (IG, NRBC, IRF, IPF, RET-He e PLT-F) como medida 

de adesão à HU. Metodologia: Em um estudo transversal, alocamos 83 indivíduos 

com AF nos seguintes estratos etários: Crianças (<12 anos) e Adolescentes/Adultos 

(≥12 anos). Os pacientes foram acompanhados no Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre (HCPA) e tratados com HU, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. As 

variáveis analisadas foram obtidas por meio de consulta ao banco do equipamento 

Sysmex XN-9000, prontuários eletrônicos dos pacientes no sistema do HCPA e 

consulta ao sistema de registro de retirada de comprimidos da farmácia. Resultados: 

A amostra apresentou taxa de adesão geral de 84%. Os adolescentes foram menos 

aderentes ao tratamento e efeitos adversos aos medicamentos impactaram 

negativamente a adesão no grupo de Adolescentes/Adultos. Pacientes não aderentes 

desse grupo tiveram aumento significativo de leucócitos, na contagem absoluta de 

neutrófilos, linfócitos, monócitos e basófilos, RBC, RET, RDW e PLT, e diminuição 

significativa do VCM e HCM. Indivíduos do grupo Adolescentes/Adultos com a 

contagem absoluta de IG ≥ 0,035 células/mm3 tiveram o RR para baixa adesão 

aumentado em 4,6x (p=0,014). Nesses indivíduos, o índice de inflamação imune 

sistêmica (SII) também foi significativamente maior (p=0,042). Conclusão: A 

contagem absoluta de IGs mostrou utilidade clínica na identificação precoce da baixa 

adesão ao tratamento com HU, principalmente quando combinada com outros 

parâmetros. Sugerimos o uso dos PCAs, pois podem ser facilmente implementados 

na rotina laboratorial. 

 
Palavras-chave: Anemia falciforme. Parâmetros avançados do hemograma. Adesão 
ao tratamento. 

 
 



 

 
ABSTRACT 

 
 

Introduction: Sickle cell anemia (SCA) is characterized by chronic inflammatory 

phenomena exacerbated by acute episodes of sickling and vaso-occlusion. The 

correct use of hydroxyurea (HU) leads to patient stabilization, reducing the frequency 

of crises and hospital admissions. Given the complications associated with the 

pathology and low adherence to HU, there is a need to seek parameters that identify 

recent changes in the patient's status. The Advanced Clinical Parameters of the blood 

count (ACPs) allow an early analysis of hematopoiesis. Objectives: To draw the 

demographic profile of non-adherent patients with SCA and to verify the usefulness of 

ACPs as a measure of adherence to HU. Methodology: cross-sectional study 

comprising 83 individuals divided into Children (<12 years old) and Adolescents/Adults 

(≥12 years old). The patients were followed at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre 

(HCPA) and treated with HU, between January 2018 and December 2019. The 

variables analyzed were obtained by consulting the Sysmex XN-9000 database, 

electronic medical charts in the HCPA system, and consults to the pharmacy's pill-

taking registration system. Results: The sample had an overall adherence rate of 84%. 

Adolescents were less adherent to treatment and adverse effects to medication 

negatively impacted adherence in the Adolescents/Adults group. Patients ≥ 12 years 

old had significantly increased WBC, absolute counts of neutrophils, lymphocytes, 

monocytes, and basophils, RBC, RET, RDW, and PLT, and significantly decreased 

MCV and MCH. Subjects in the Adolescent/Adult group with an absolute IG count ≥ 

0.035 cells/mm3 had the RR for low adhesion increased by 4.6 times (p=0.014). In 

these individuals, the systemic immune inflammation index (SII) was also significantly 

higher (p=0.042). Conclusion: Absolute IG count has shown clinical utility in early 

identification of non-adherence, especially when combined with other parameters. We 

suggest the use of ACPs, as they can be easily implemented in laboratory routines. 

 

Keywords: Sickle Cell Anemia. Advanced Clinical Parameters. Treatment adherence. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

As globinas, em conjunto com suas combinações tetraméricas, geram diversos 

tipos de hemoglobinas (Hb) que são expressas em diferentes fases da vida 

embrionária, fetal e adulta (KATO et al., 2018). Apesar de algumas Hbs funcionarem 

como monômeros, aquelas presentes nos eritrócitos de mamíferos são montadas a 

partir de múltiplas subunidades (GELL, 2018). 

Elas são formadas por uma estrutura quaternária (Fig. 1), contendo duas 

cadeias de globina do tipo α (α1 e α2) e duas do tipo β (β1 e β2) que são 

estruturalmente semelhantes e aproximadamente do mesmo tamanho (AHMED; 

GHATGE; SAFO, 2020). Cada subunidade também contém um grupo prostético 

(heme) que está ligado a um átomo de Ferro (Fe²+), possibilitando a ligação do 

oxigênio (O2) às hemácias (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020; PERUTZ et al., 1960) 

(Fig. 1). 

Figura 1 - Estrutura tetramérica de uma hemoglobina 

 
Fonte: Adaptado de ABOZENADAH et al. (2017). Traduzido pelo autor.       
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A Hb é o principal transportador de O2 no sangue, levando-o do pulmão aos 

tecidos de forma cooperativa (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020), contudo ela é uma 

molécula polifuncional. Portanto, além de transporte, ela desempenha funções 

catalíticas, reprogramação metabólica, regulação do pH e manutenção do equilíbrio 

redox (AHMED; GHATGE; SAFO, 2020; KOSMACHEVSKAYA; TOPUNOV, 2018).  

As hemoglobinopatias são amplamente subdivididas naquelas que prejudicam 

a produção das subunidades de globina (talassemias) e nas que produzem globinas 

estruturalmente anormais (variantes de Hb) (DULÍN IÑÍGUEZA et al., 2003; KATO et 

al., 2018; THOM et al., 2013). Embora mais de 700 variantes estruturais da 

hemoglobina tenham sido identificadas, apenas três (Hb S, Hb C e Hb E) atingem altas 

frequências (WEATHERALL; CLEGG, 2001). A hemoglobina A (HbA) é a forma 

normal mais abundante (>90%) de Hb na fase adulta (KATO et al., 2018). Uma 

substituição pontual de timina para adenina no 17° nucleotídeo do gene que codifica 

a β globina da HbA (HBB) resulta no alelo falciforme βS e na produção de uma 

hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (HbS) (KATO et al., 2018) (Fig. 2).  

A doença falciforme (DF) é causada pela herança desses alelos anormais e a 

forma mais comum e grave é a anemia falciforme (AF). Ela é representada pelo estado 

homozigótico (HbSS) devido à herança de βS de ambos os pais, com a formação do 

tetrâmero patológico da hemoglobina falciforme (α2βS2, HbS) (WARE et al., 2017). O 

traço falciforme (HbAS) é determinado pela presença de heterozigose para a HbS e é 

assintomático (BRAGA et al., 2016; WEATHERALL et al., 2006).       

Sob condições de desoxigenação, as moléculas de HbS podem polimerizar e 

resultar na falcização dos eritrócitos, identificados como “drepanócitos” (KATO et al., 

2018). As manifestações clínicas apresentadas pelos pacientes falcêmicos devem-se 

principalmente ao fenômeno da oclusão vascular seguida de infarto tecidual, e à 

hemólise crônica e seus mecanismos de compensação (BRAGA, 2007).  

O tratamento com hidroxiureia (HU) impacta positivamente na qualidade de 

vida dos pacientes com AF ao reduzir o número de hospitalizações, tempo de 

internação, ocorrência de Síndrome Torácica Aguda (STA) e, possivelmente, de 

eventos neurológicos agudos (CANÇADO; JESUS, 2007). Em decorrência das 

diversas complicações associadas ao desenvolvimento da patologia e do 

monitoramento da adesão à terapia medicamentosa com HU, exprime-se a 

necessidade do acompanhamento regular dos pacientes com o apoio de equipes 

multidisciplinares (LUNYERA et al., 2017). 
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Figura 2 - Alterações genéticas em HBB 

 
Fonte: Adaptado de KATO et al. (2018). Traduzido pelo autor. 

 

O hemograma é amplamente utilizado na rotina clínica para o 

acompanhamento hematológico destes indivíduos. Contudo, o hemograma tradicional 

não oferece informações em tempo real acerca de parâmetros importantes em 

doenças hemolíticas, tais como a AF (DAHMANI et al., 2016). Portanto, este estudo 

procura analisar os resultados dos parâmetros clínicos avançados do hemograma 

(PCAs) que sinalizem, em tempo real, as condições medulares e sanguíneas de 

pacientes portadores de AF e verificar sua possível utilidade clínica na avaliação da 

adesão à HU. Assim, novos parâmetros poderão ser inseridos no acompanhamento 

dos pacientes, colaborando no monitoramento da adesão, a fim de indicar a 

necessidade de intervenções para fidelização ao tratamento. 
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2. DESENVOLVIMENTO 

2.1 História natural e distribuição da doença 
 

Não existem muitas informações sobre a história natural das DFs, 

especialmente em áreas de alta prevalência (KATO et al., 2018). Sabe-se que 

estiveram presentes na África por pelo menos cinco mil anos e são conhecidas por 

diversos nomes em muitas línguas tribais (WARE et al., 2017). 

A primeira observação de falcização eritrocitária ocorreu no ano de 1904 

(SAVITT; GOLDBERG, 1989), contudo, a descrição da patologia foi realizada pela 

primeira vez em 1910 por James B. Herrick (HERRICK, 1910) (Fig. 3). No Brasil, o 

primeiro registro de um paciente com AF foi feito por Castro em 1933 (COSTA; 

CONRAN; FERTRIN, 2013). Em 1949, foi inaugurado o capítulo da medicina 

conhecido como “Moléstias Moleculares”, a partir da identificação de uma 

hemoglobina anormal em indivíduos que possuíam AF, pela ausência de duas cargas 

negativas na hemoglobina (PAULING et al., 1949). 

A distribuição geográfica do alelo βS pode ser atribuível aos efeitos da seleção 

natural e é impulsionada principalmente por dois fatores: a endemicidade da malária 

e os movimentos populacionais (KATO et al., 2018; WEATHERALL et al., 2006; 

WEATHERALL; CLEGG, 2001). O comércio de escravos foi um grande contribuinte 

dessa disseminação, particularmente na América do Norte e Europa Ocidental (PIEL 

et al., 2013a). Há ainda fortes evidências de que portadores do traço falciforme (HbAS) 

possuem uma proteção contra casos graves de malária causada pelo P. falciparum, o 

que elucida a alta frequência do alelo βS em regiões endêmicas (PIEL et al., 2010). 

Nesses locais, como a África, a malária causa cerca de 450.000 mortes/ano, 

promovendo de certa forma uma “seleção natural” do alelo βs, de modo a garantir a 

continuidade da doença (ARIEY; GAY; MÉNARD, 2013). 
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Figura 3 – Hemácias em foice registradas por J. B. Herrick em 1910. 

 
Fonte: HERRICK (1910). 

 

Essas doenças apresentam um alto grau de morbimortalidade (DULÍN 

IÑÍGUEZA et al., 2003) e constituem o erro congênito mais comum em populações da 

África, região do Mediterrâneo, Ásia, Caribe, América Central e América do Sul 

(NEWBORN SCREENING FOR SICKLE CELL DISEASE AND OTHER 

HEMOGLOBINOPATHIES, 1987; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Apesar de 

não existirem dados oficiais mundiais, estimativas de recém-nascidos sugerem 

consistentemente que cerca de 300.000 bebês nascem com AF ao ano, sendo 75% 

na África Subsaariana (PIEL et al., 2013a) (Fig. 4). Segundo Kwaku Ohene-Frempong 

(presidente da Sickle Cell Foundation of Ghana e coordenador nacional da American 

Society of Hematology’s Consortium on Newborn Screening in Africa - CONSA), 

poucos países africanos possuem programas de triagem neonatal e somente uma 

pequena porcentagem de bebês é testada para DFs (MAKONI, 2021). 
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Figura 4 - Mapa do número estimado de nascidos com anemia falciforme 

 
Fonte: Adaptado de KATO et al. (2018). Traduzido pelo autor. 

 

No Brasil, a distribuição das DFs é dependente da composição 

afrodescendente e caucasiana da população, sendo mais prevalente nas regiões 

Norte e Nordeste (CANÇADO; JESUS, 2007; FEUCHTBAUM et al., 2012; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018; OJODU et al., 2014; PIEL; STEINBERG; REES, 

2017). Admite-se que as DFs chegaram ao Brasil devido ao massivo número de 

africanos desenraizados de suas origens pelo tráfico escravo, provocando a 

miscigenação de raças e a chegada dos diversos haplótipos (sítios polimórficos de 

endonucleases de restrição, localizados no interior e ao redor do gene da cadeia ß 

mutante do gene da AF) ao país: Banto, Benin, Asiático, Cameroon, sendo a Banto 

de maior prevalência no país (ANVISA, 2001). Portanto as DFs foram incluídas nas 

ações da Política Nacional de Atenção Integral à Saúde da População Negra e nos 

artigos 187/188 da Portaria MS/GM nº 2.048, de 3 de setembro de 2009 que 

regulamenta o SUS (BRASIL, 2014). 

Estima-se que haja cerca de 30.000 indivíduos com DFs em todo o país (KATO 

et al., 2018), com a prevalência do alelo βS no Brasil variando de 1,2% a 10,9%, 

dependendo da região (BRAGA, 2007; BRASIL, 2014; LERVOLINO et al., 2011; 

LOBO et al., 2014; SILVA et al., 2016) (Tabela 1). Em 2014, a incidência de DFs foi 

de cerca de 1 em 650 recém-nascidos no estado da Bahia, 1 em 1.300 no estado do 

Rio de Janeiro e 1 em 11.000 no estado do Rio Grande do Sul (BRASIL, 2014). 
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Tabela 1 - Número de casos novos para doença falciforme (DF) registrados no 
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), 2014 a 2019, Brasil. 

 

UF 

Casos 
Novos 
DF - 
2014 

Casos 
Novos 
DF – 
2015 

Casos 
Novos 
DF - 
2016 

Casos 
Novos 
DF – 
2017 

Casos 
Novos 
DF - 
2018 

Casos 
Novos 
DF - 
2019 

AC 4 5 5 5 5 9 

AL 12 10 17 13 16 25 

AM 4 5 3 5 0 6 

AP NR NR 3 NR NR NR 

BA 185 184 219 203 161 202 

CE 20 21 21 13 19 23 

DF 42 44 22 39 38 29 

ES 17 29 29 30 37 32 

GO 38 29 44 40 37 33 

MA 84 54 22 29 37 59 

MG 166 185 152 161 143 238 

MS 8 8 7 8 5 9 

MT 17 14 12 19 31 23 

PA 27 10 4 13 6 NR 

PB 1 11 7 9 1 7 

PE 21 47 39 35 57 63 

PI 24 34 58 21 23 35 

PR 10 10 12 8 10 11 

RJ 127 112 85 44 120 103 

RN 14 7 5 5 7 3 

RO 7 10 13 7 15 9 

RR 4 2 0 0 18 6 

RS 13 21 32 33 28 22 

SC 3 6 4 11 4 13 

SE 28 12 18 11 12 21 

SP 281 258 231 190 249 223 

TO 9 21 7 7 4 10 

Brasil 1.166 1.149 1.071 959 1.083 1.214 
Fonte: PNTN-CGSH/DAET/SAES/MS, Relatório Anual de Dados do 
PNTN, 2014-2019. 
Nota: NR = Relatório não encaminhado pelo estado ao Ministério de 
Saúde. Fenótipos englobados no grupo de doença falciforme – Hb FS, 
Hb FSC, Hb FSD e Hb FS/Beta talassemia. 

 

 

No Rio Grande do Sul (RS), entre 2004 e 2014, o Serviço de Referência em 

Triagem Neonatal (SRTN) realizou 1.165.818 Testes do Pezinho em recém-nascidos, 

pelo Sistema Único de Saúde (SUS), e encontrou 17.562 perfis hemoglobínicos 

alterados, dentre eles 14.220 portadores de Hb AS e 95 portadores de AF (CARDOSO 

et al., 2017). 
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Existem poucos estudos acerca da mortalidade por DF no Brasil. ARDUINI; 

RODRIGUES & MARQUI (2016) constataram  que as mortes ocorreram 

majoritariamente em pacientes com AF, que é o genótipo mais comum e causa a 

manifestação clínica mais grave da doença. Os dados apontaram altos índices de 

mortalidade decorrentes de complicações secundárias à DF, como pneumonia e 

septicemia. O estudo também mostrou que a triagem neonatal para DF não foi 

suficiente para reduzir significativamente os índices de mortalidade nos estados 

abrangidos (Maranhão, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul), 

enfatizando a necessidade de mais estudos publicados para que se possa traçar o 

perfil dos portadores e desenvolver estratégias de atendimento mais efetivo a esses 

indivíduos. 

Devido a dados limitados nas áreas de alta prevalência de DF, é difícil avaliar 

com precisão os impactos futuros na saúde e economia (KATO et al., 2018). No Brasil, 

o orçamento disponibilizado para o aperfeiçoamento do SUS visando a implantação e 

manutenção de políticas e programas de atenção hematológica, hemoterápica e de 

triagem neonatal biológica, passou de R$234.334.520 em 2004, para 1.378.538.497 

em 2019. Esses dados demonstram o avanço em relação à importância do 

diagnóstico, tratamento e acompanhamento destes pacientes (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2020). 

Com o advento da globalização, as migrações internacionais contribuirão 

fortemente para a distribuição do alelo βS (WEATHERALL, 2010) e as projeções 

demográficas estimam que o número de recém-nascidos, ao ano, com AF 

globalmente excederá 400.000 até 2050 (PIEL et al., 2013b). 

Em países desenvolvidos, este crescimento reflete o aumento da expectativa 

de vida dos indivíduos afetados resultante de intervenções como triagem neonatal e 

tratamento com HU (QUINN et al., 2010). Atualmente, as taxas de mortalidade infantil 

são próximas daquelas verificadas para população em geral (LÊ et al., 2015) e a 

sobrevida média é superior a 60 anos (GARDNER et al., 2016). 

Apesar disso, a expectativa de vida dos pacientes com DF é reduzida em cerca 

de 30 anos, mesmo com os melhores cuidados médicos, quando comparada à de 

indivíduos sem a doença (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). Em países em 

desenvolvimento este problema é agravado, pois um número maior de bebês e 

crianças afetadas agora sobrevivem até a idade adulta, exigindo diagnóstico e 

tratamento. Contudo, a falta de infraestrutura básica de saúde em muitas regiões torna 
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a prevenção e o manejo da DF extremamente difíceis (PIEL; STEINBERG; REES, 

2017). 

2.2 Fisiopatologia da doença 
 

As DFs são multissistêmicas e quase todos os órgãos do corpo podem ser 

afetados (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). As moléculas de Hb são complexas, 

sofrem mudanças conformacionais em resposta ao oxigênio e são afetadas por 

mudanças ambientais, efetores alostéricos e mutações. Sob condições de 

desoxigenação, as moléculas de HbS podem se alinhar por ligações não covalentes 

e polimerizar, resultando na falcização dos eritrócitos, identificados como 

“drepanócitos” (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018).  

Os polímeros são compostos por 14 moléculas de HbS cada. Eles 

primeiramente agrupam-se em fibras e, em seguida, formam hastes paralelas capazes 

de modificar a aparência e funcionalidade da célula (HARRINGTON; ADACHI; 

ROYER, 1997; KUYPERS, 2014; STEINBERG, 1998). Esse fenômeno depende de 

numerosas variáveis, tais como concentração de oxigênio, pH, concentração de HbS, 

temperatura, pressão, força iônica e presença de hemoglobinas normais (COSTA; 

CONRAN; FERTRIN, 2013). 

A mutação ocorre na superfície da molécula de hemoglobina, não provocando 

alterações significativas em sua conformação global, de forma que a HbS, quando 

oxigenada, é isomorfa à HbA (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). Todavia, em 

soluções concentradas de desoxi-HbS e desoxi-HbA, elas diferem grandemente 

(COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). A HbS possui afinidade reduzida pelo oxigênio, 

em comparação com HbA, o que exacerba sua polimerização, que por sua vez reduz 

ainda mais a afinidade oxigênio/HbS (SEAKINS et al., 1973). A reoxigenação 

eritrocitária quebra o polímero HbS e restaura a forma celular normal (WARE et al., 

2017). No entanto, a repetição frequente desse processo provoca lesões de 

membrana até que ela não seja mais flexível, de modo que a célula mantém a rigidez 

e a configuração de foice após a reoxigenação (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; 

WARE et al., 2017). 

A polimerização de HbS se correlaciona diretamente com a concentração de 

HbS dentro do eritrócito e também com a composição de outras hemoglobinas que 

podem participar na formação dos polímeros (NOGUCHI; SCHECHTER, 1985). Ela 

altera direta ou indiretamente a bicamada lipídica típica e as proteínas da membrana 
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eritrocitária, levando à redução da hidratação celular, aumento da hemólise e 

interações anormais com outras células sanguíneas (KUYPERS, 2014). 

Adicionalmente, a polimerização de HbS também pode ocorrer em reticulócitos, que 

representam cerca de 20% dos glóbulos vermelhos em indivíduos com AF (KATO et 

al., 2018). 

A deformação estrutural da célula também faz com que ela apresente 

anormalidades na homeostase catiônica, resultando em desidratação celular. Há 

diminuição das concentrações de potássio (K+) devido à ativação do canal de K+  e do 

canal co-transportador de cloro/K+  (BRUGNARA, 2018).       

Esses glóbulos vermelhos alterados são mais instáveis e possuem menor 

sobrevida na circulação (ALAYASH, 2018; QUINN et al., 2016). Esse tópico está sob 

constante discussão, com estudos identificando o tempo de sobrevida dos 

drepanócitos como sendo de 12 dias (SOLANKI et al., 1988), 15 dias (MCCURDY, 

1969; MCCURDY; SHERMAN, 1978), 36 dias (QUINN et al., 2016) ou 42 dias 

(LONDON et al., 1949). 

Apesar da hemólise acontecer principalmente por meio de fagocitose 

extravascular por macrófagos, aproximadamente um terço ocorre intravascularmente 

(CROSBY, 1955; KATO et al., 2018; WARE et al., 2017). Ela é simultaneamente a 

causa e efeito do elevado estresse oxidativo nesses pacientes (KATO et al., 2018) ao 

contribuir para o dano da membrana celular, envelhecimento prematuro dos eritrócitos 

e o aumento de hemólise (ALAYASH, 2018). O estresse mecânico na membrana e o 

dano induzido pela oxidação afetam a interação do eritrócito com o microambiente, 

incluindo células endoteliais, leucócitos e plaquetas (KUYPERS, 2014).  

Os eritrócitos falcizados têm uma tendência a bloquear pequenos vasos 

sanguíneos e o estresse oxidativo vascular (estimulado pela Hb extracelular e o heme 

livres no plasma) auxilia na promoção da vasoconstrição (ALAYASH, 2018). A auto-

oxidação contínua da Hb extracelular produz o íon superóxido, que se transforma em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (uma fonte de espécies oxidativas potentes, dentre elas 

o íon ferrila, que promove vasoconstrição) (ALAYASH, 2018; KATO et al., 2018). Além 

disso, a Hb extracelular diminui a biodisponibilidade do óxido nítrico (NO – potente 

vasodilatador), eliminando-o cerca de 1.000 vezes mais rapidamente do que a Hb 

citoplasmática (REITER et al., 2002).  

As manifestações clínicas apresentadas pelos pacientes falcêmicos devem-se 

principalmente ao fenômeno da oclusão vascular seguida de infarto tecidual, e à 
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hemólise crônica e seus mecanismos de compensação (BRAGA, 2007) (Fig. 5). Esses 

processos promovem uma cascata de eventos patológicos, que, por sua vez, levam a 

uma ampla gama de complicações (PIEL; STEINBERG; REES, 2017).  

 

Figura 5 - Complicações clínicas da doença falciforme 

 
Fonte: Adaptado de KATO et al. (2018, p. 12). Traduzido pelo autor. 

 

Os episódios dolorosos representam as manifestações agudas características 

das DF. A frequência e a gravidade das crises variam consideravelmente entre 

pacientes, ou até no mesmo paciente, sofrendo modificações durante diferentes 

períodos da vida (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). Geralmente afetam as 

extremidades, tórax e costas, e são a causa mais comum de hospitalização para 

indivíduos com AF (KATO et al., 2018). Os fatores desencadeantes são multivariados 

e incluem infecção, desidratação e tensão emocional (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 

2013). 

O tratamento é geralmente orientado pela intensidade da dor (geralmente 

autorreferida por meio de escalas de intensidade) e a maioria desses eventos são 

gerenciados em casa com anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) ou analgésicos 

opioides orais sem prescrição e sem o envolvimento do profissional de saúde (KATO 

et al., 2018). 
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A STA é a segunda causa mais comum de hospitalização em pacientes com 

DF nos Estados Unidos e uma das principais causas de morte (COSTA; CONRAN; 

FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018). Muitas vezes está associada/segue-se após um 

evento de dor aguda e sua gravidade aumenta com a idade (KATO et al., 2018; 

NOVELLI; GLADWIN, 2016). Tanto a STA quanto o Acidente Vascular Cerebral (AVC) 

são potencialmente fatais e requerem uma ação estruturada e rápida, de modo a 

fornecer atendimento emergencial e especializado (WARE et al., 2017). Crianças com 

AF têm um risco 300 vezes maior de sofrer um AVC e, aos 45 anos de idade, um em 

cada quatro adultos com AF já teve ao menos um AVC (OHENE-FREMPONG et al., 

1998). Eles podem ocorrer de maneira independente ou como uma complicação da 

STA (KATO et al., 2018). 

Complicações agudas são raramente letais para crianças em países 

desenvolvidos (COUQUE et al., 2016). Todavia, as complicações crônicas 

decorrentes de lesões progressivas dos tecidos e órgãos podem ser fatais em adultos 

(ELMARIAH et al., 2014; KATO et al., 2018). Geralmente na terceira década, grande 

parte dos pacientes com AF atinge um estágio no qual elas se tornam a principal causa 

de morbimortalidade (WARE et al., 2017). Dentre elas, encontram-se úlceras de 

perna, retinopatia, necrose avascular, declínio neurológico, asplenia funcional 

progressiva e priapismo recorrente (COVAS et al., 2004; WEATHERALL; CLEGG, 

2001); todavia, a disfunção renal e a doença cardiopulmonar são as mais letais 

(DRAWZ et al., 2016; HAMIDEH; ALVAREZ, 2013). 

Esses indivíduos também são altamente propensos a infecções, principalmente 

durante a primeira infância. Estima-se que 50–90% das crianças com AF que vivem 

na África Subsaariana morrem até os 5 anos de idade, majoritariamente devido a 

infecções (GROSSE et al., 2011; MCAULEY et al., 2010; WILLIAMS et al., 2009). Até 

a década de 1990, cerca de 30% das crianças estadunidenses com AF morriam de 

infecções, predominantemente devido a bactérias encapsuladas (GASTON et al., 

1986). Isso deve-se a danos no baço durante a infância, consequente de constantes 

falcizações intraparenquimatosas (GASTON et al., 1986; WARE et al., 2017). A 

introdução da penicilina de forma profilática diminuiu a incidência de bacteremia 

pneumocócica em 85% (GASTON et al., 1986) e o auxílio dos programas de 

vacinação reduziu ainda mais a mortalidade por doenças infecciosas (KATO et al., 

2018). Apesar da profilaxia levantar preocupações sobre o desenvolvimento de 
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resistência à penicilina (COBER; PHELPS; OHIO, 2010), ela ainda é considerada 

segura e benéfica em pacientes de até 5 anos de idade (KATO et al., 2018). 

 

2.3 Variabilidade genética e impacto ambiental na sintomática 
 

A grande diversidade fenotípica apresentada pelos portadores de AF é 

parcialmente explicada por fatores ambientais e variantes genéticas (PIEL.; 

STEINBERG.; REES., 2017; WILLIAMS; THEIN, 2018). Certos fenótipos apresentam 

distribuição geográfica específica e estão associados a variantes conhecidas 

(SERJEANT, 2013) e alguns subfenótipos se agrupam epidemiologicamente unidos 

por um biomarcador comum que pode sugerir algum mecanismo específico (KATO et 

al., 2018). Todavia, esses fenótipos existem como um espectro, não sendo 

mutuamente exclusivos e podendo mudar de acordo com a idade do indivíduo (KATO 

et al., 2018). 

 

2.3.1 Subfenótipo vaso-oclusivo: se caracteriza por um hematócrito mais elevado 

(quando comparado à outros portadores de AF) e baixas concentrações de 

hemoglobina fetal (HbF), que promove maior viscosidade do sangue (BALLAS; 

GUPTA; ADAMS-GRAVES, 2012; KATO et al., 2018). Indivíduos com esse fenótipo 

estão mais predispostos a crises vaso-oclusivas (CVO), STA e osteonecrose. A co-

herança de α-talassemia auxilia na redução da concentração intracelular de HbS, que 

retarda a polimerização da HbS e a hemólise (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

Esse traço existe em até 30% dos pacientes de origem africana com DF (HIGGS et 

al., 1982).  

 

2.3.2 Subfenótipo hemolítico e de vasculopatia: é caracterizado por um 

hematócrito mais baixo do que o encontrado em indivíduos com o subfenótipo vaso-

oclusivo, e possui níveis mais elevados de lactato desidrogenase e bilirrubina sérica, 

que indicam anemia hemolítica mais grave (KATO et al., 2018; LANDBURG et al., 

2010). Os indivíduos desse grupo apresentam risco maior de AVC isquêmico, 

hipertensão pulmonar, úlceras na perna, cálculos biliares, priapismo e nefropatia 

(KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). As complicações vasculopáticas estão 

fortemente associadas à diminuição da biodisponibilidade do NO e à exposição do 

heme (KATO et al., 2018; LANDBURG et al., 2010). Além disso, a anemia grave 
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decorrente da hemólise também promove alto débito cardíaco como um mecanismo 

compensatório, e é possível que esse fluxo sanguíneo excessivo estimule 

vasculopatia no rim e em outros órgãos (KATO et al., 2018). 

 

2.3.3 Subfenótipo de HbF alto: o nível de HbF é provavelmente o modulador 

fenotípico mais importante da AF (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013). A primeira 

variante genética associada ao seu aumento na AF foi um polimorfismo de nucleotídeo 

único (SNP) (rs7482144) na região promotora HBG2 (NAGEL et al., 1985). O 

determinante crítico do efeito da HbF no fenótipo da doença é a sua concentração em 

cada eritrócito (AKINSHEYE et al., 2011). A HbF interrompe a polimerização da HbS 

desoxigenada, uma vez que não faz parte do polímero de HbS (AKINSHEYE et al., 

2011). A expressão consistente dessa hemoglobina na faixa de 10% a 25% da Hb 

total reduz a gravidade do quadro de AF (LETTRE; BAUER, 2016; PLATT et al., 1994). 

Se os níveis chegarem a 25-50% por eritrócito, pode haver uma grande melhora na 

sintomatologia da doença (STEINBERG et al., 2014), o que justifica o interesse no 

desenvolvimento de fármacos que induzam sua produção. 

 

2.3.4 Subfenótipo de dor: Testes sensoriais quantitativos para sensibilidade à dor 

são usados para caracterizar funcionalmente os subfenótipos de dor em AF 

(BRANDOW et al., 2013). Indivíduos com esses fenótipos experienciam as dores de 

maneira diferente, o que pode ser devido a mudanças neurofisiológicas em suas vias 

de percepção da dor (KATO et al., 2018). Um exemplo de um modificador de dor 

herdado é o gene GCH1 (GTP ciclo-hidrolase 1), que está associado à sensibilidade 

à dor em indivíduos saudáveis, enquanto as variantes do GCH1 estão associadas à 

frequência de dor intensa na AF (BELFER et al., 2014).  

Outros possíveis influenciadores da variação fenotípica da AF são os 

polimorfismos do gene da β -globina que definem os haplótipos da AF. Os haplótipos 

Senegal e Árabe-Indiano estão associados com níveis elevados de HbF, enquanto os 

haplótipos Benin e Bantu, com níveis menores de HbF. No Brasil, existe certa 

heterogeneidade na frequência dos diversos haplótipos entre as diferentes regiões 

geográficas, mas predominam os haplótipos Bantu e Benin (COSTA; CONRAN; 

FERTRIN, 2013).  

Apesar dos fatores ambientais serem mal caracterizados, eles podem dar 

origem a uma grande quantidade de variabilidade fenotípica (REES; WILLIAMS; 
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GLADWIN, 2010). Associações entre clima frio e complicações agudas das DFs foram 

descritas pela primeira vez nos Estados Unidos em 1924 (GRAHAM, 1924). Em países 

com o clima temperado, o frio e a chuva podem ter impacto na vasoconstrição, mas 

seus efeitos não são bem documentados (JONES et al., 2005). Climas ventosos já 

foram associados a um aumento da ocorrência de dor e estudos sugerem que altas 

concentrações de ozônio podem estar associadas a CVOs (MITTAL et al., 2009; 

YALLOP et al., 2007). No entanto, a importância das concentrações atmosféricas de 

NO e monóxido de carbono é desconhecida (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

Estudos em Paris e Londres mostraram que níveis atmosféricos mais elevados de 

monóxido de carbono foram associados à diminuição das internações hospitalares por 

CVO (YALLOP et al., 2007), embora o efeito oposto tenha sido encontrado em São 

Paulo (BARBOSA et al., 2015). Além disso, a altitude elevada tem sido associada a 

várias complicações na DF, provavelmente devido aos níveis mais baixos de oxigênio 

nessas regiões (PIEL; STEINBERG; REES, 2017), sendo que CVOs também parecem 

ser mais comuns em pacientes que vivem em grandes altitudes (MAHONY; GITHENS, 

1979). 

É também provável que o ambiente doméstico seja um dos determinantes 

majoritários na saúde dos pacientes com DF (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). 

Entretanto, esse fator permanece vastamente inexplorado, exceto por poucos estudos 

que sugerem a influência da exposição à fumaça de tabaco nos resultados clínicos e 

complicações da doença (SADREAMELI et al., 2016).  

 

2.4 Diagnóstico  
 

No Brasil, a portaria no 822/01 do Ministério da Saúde incluiu as 

hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), permitindo 

assim o diagnóstico já ao nascimento (BRASIL, 2001). Adicionalmente, a rotina para 

a promoção e manutenção da saúde dos indivíduos com AF deve ser iniciada já nos 

primeiros meses de vida (BRAGA, 2007). 

As abordagens de diagnóstico da AF comumente utilizadas em países 

desenvolvidos incluem eletroforese capilar ou baseada em gel, cromatografia líquida 

de alto desempenho e focalização isoelétrica (WILLIAMS; THEIN, 2018). A maioria 

dos programas de triagem neonatal envolve testes realizados durante a primeira 
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semana de vida, quando a expressão de HbS ainda é baixa, o que pode levar a 

problemas com sensibilidade reduzida (WILLIAMS; THEIN, 2018). Portanto, novas 

técnicas estão sendo aperfeiçoadas, incluindo análise de sequenciamento de próxima 

geração, espectrometria de massa in tandem e diagnóstico de DNA (incluindo Taqman 

PCR e análise de sequência de genes HBB amplificados) (MOAT et al., 2017; 

SHOOTER et al., 2015; TRAEGER-SYNODINOS; HARTEVELD, 2014). Contudo, 

esses métodos cada vez mais sofisticados não estão prontamente disponíveis para a 

maioria dos pacientes em regiões de baixa renda. 

O diagnóstico precoce, programas de conscientização e educação, 

profissionais de saúde experientes nesta área, profilaxia com penicilina, prevenção 

primária de AVC e tratamento com HU é refletido no aumento da expectativa de vida 

desses indivíduos (KATO et al., 2018; PIEL.; STEINBERG.; REES., 2017). Dados do 

Reino Unido mostram uma sobrevida mediana de 67 anos em pessoas com HbSS e 

superior naqueles com HbSC (GARDNER et al., 2016). Na Jamaica, números 

identificaram sobrevida mediana de 53 anos para homens e 58,5 anos para mulheres 

com HbSS (WIERENGA; HAMBLETON; LEWIS, 2001). 

Quando não diagnosticada durante a triagem neonatal (teste do pezinho), a AF 

pode se manifestar em hemogramas não característicos da doença, com ou sem 

reticulócitos elevados e com anemia normocítica normocrômica (ZÚÑIGA C. et al., 

2018). Ao suspeitar da AF, o clínico geralmente encaminha o paciente a um 

hematologista e, muitas vezes, devido à ausência de drepanócitos no esfregaço 

sanguíneo, é necessário realizar o teste de falcização. Para isso, utiliza-se uma 

substância redutora (metabissulfito), capaz de reduzir a quantidade de O2, induzindo 

à falcização eritrocitária (SEHOP, 2010). A análise da hemoglobina por meio de 

eletroforese em pH alcalino (Fig. 6), em conjunto com os demais achados, corrobora 

para o diagnóstico completo. 
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Figura 6 - Eletroforese de hemoglobina 

 
Fonte: Adaptado de ZÚÑIGA C. et al. (2018, p. 04).  

 

Alguns padrões eletroforéticos de AF podem se assimilar ao de associações 

entre a HbS e outras hemoglobinas anormais, tais como: Hb S/βtal., Hb S/δβ tal. e Hb 

S/PHHF (Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal). Nestes casos, é necessária 

a realização de exames laboratoriais específicos (ALAPAN et al., 2016), sendo que, 

para o auxílio na distinção destas alterações, pode-se utilizar quantificações de HbA2 

e HbF. Quando há suspeita de associação com PHHF, sugere-se a realização da 

pesquisa de distribuição intraeritrocitária de Hb Fetal nos pais do paciente.  

Em geral, em casos de associações com β° tal., a HbA2 aparece aumentada 

(>3,5%) e diminuída em pacientes com Hb S/δβ. Cerca da 20% das DF estão 

associadas com alfa-talassemia e, de fato, o diagnóstico só é possível através da 

utilização de técnicas de genética molecular como reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) e southern blotting. O Volume Corpuscular Médio (VCM) e Hemoglobina 

Corpuscular Média (HCM) podem estar reduzidos nestes casos. Também há 

possibilidade de análise de espectrometria de massa e análise de DNA (WARE et al., 

2017). 

      

 

2.5 Hidroxiureia no tratamento na AF 
 

A melhora do prognóstico pediátrico na AF está relacionada à introdução da 

triagem neonatal, cuidados pediátricos abrangentes e precoces, profilaxia com 

penicilina, vacinação para reduzir infecções potencialmente fatais e prevenção 

primária de AVC por meio de triagem Doppler transcraniana (COSTA; CONRAN; 
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FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018; NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). Em adultos, 

a base do tratamento é a prevenção de fatores que causam CVO (incluindo 

desidratação, infecções e resfriados) e tratamento sintomático desses episódios 

(NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). 

A HU também é conhecida como hidroxicarbamida, e é uma substância química 

de composição CH4N2O2. Foi sintetizada primeiramente na Alemanha em 1869  

(DRESLER; STEIN, 1869), porém somente cerca de 60 anos depois, em 1928, os 

efeitos biológicos deste composto foram relatados nas células do sangue de coelhos 

(ROSENTHAL; WISLICKI; KOLLEK, 1928). Ela se apresenta como um pó 

essencialmente insípido, de coloração branca a cristalina e bloqueia reversivelmente 

a síntese de DNA ao inibir a ribonucleotídeo redutase, mantendo as células em fase 

S (síntese) (ALVINO et al., 2007; BALLAS; DOVER; CHARACHE, 1989; KATO et al., 

2018) (Fig. 7).  

 

Figura 7 - Inibição induzida por hidroxicarbamida da ribonucleotídeo difosfato 
redutase em células em proliferação para inibir a síntese de DNA 

 
Fonte: Adaptado de SPIVAK & HASSELBALCH (2011, p. 03). Traduzido pelo autor. 

 

Até a década de 1980, a única terapia disponível para AF eram transfusões 

intermitentes de eritrócitos, que, por seu alto risco, eram comumente reservadas 
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somente para complicações agudas em que os pacientes corriam risco de vida 

(MCGANN; WARE, 2015). Apesar do uso de HU em protocolos de tratamento ter início 

nessa mesma década (SCOTT et al., 1996), sua aprovação pela Food and Drug 

Administration (FDA) ocorreu somente em 1998 e pela Agência Europeia de 

Medicamentos (AEM) em 2007 (KATO et al., 2018). No Brasil, normatização da sua 

dispensação em centros de referência para tratamento das DF ocorreu em 2002 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). 

Na década de 1960, realizou-se uma triagem de fármacos em grande escala 

que mostrou as ações antitumorais da HU, revelando seu potencial antineoplásico 

(STEARNS; LOSEE; BERNSTEIN, 1963). Até hoje ela é utilizada rotineiramente no 

tratamento de neoplasias, em particular as que afetam as células sanguíneas, 

incluindo leucemia mielóide crônica e policitemia vera (BALLAS; DOVER; 

CHARACHE, 1989; SPIVAK; HASSELBALCH, 2011). Seu espectro terapêutico 

também foi expandido para doenças infecciosas, incluindo a supressão de vírus e 

bactérias (NOZAKI et al., 2010; ROSENKRANZ; GUTTER; BECKER, 1973).  

É uma substância solúvel em água, propriedade importante que possibilita sua 

diluição para administração em crianças (MARAHATTA; WARE, 2017). Apesar de 

seus mecanismos de ação não serem integralmente compreendidos (COKIC et al., 

2003; COVAS et al., 2004; KATO et al., 2018), o aumento na concentração de HbF e 

na porcentagem de células vermelhas que contenham HbF (células F) são aceitos 

como majoritariamente responsáveis pelos efeitos benéficos deste medicamento 

(COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; COVAS et al., 2004; REES; WILLIAMS; 

GLADWIN, 2010).  

A HbF (α2y2) é a principal hemoglobina antes do nascimento e é responsável 

por 60–80% da hemoglobina total nos recém-nascidos (SOTOUDEH; SOTOUDEH, 

2020). A partir dos 3-6 meses após o nascimento, o percentual de HbF diminui, sendo 

substituída gradativamente pela HbA (devido à mudança da expressão do gene y para 

β ‑ globina) e representando menos de 1% da Hb em adultos saudáveis (DANGANA 

et al., 2018; SOTOUDEH; SOTOUDEH, 2020; STEINBERG et al., 2018; ZAGO et al., 

1979). Em portadores de DF, as manifestações clínicas costumam aparecer de acordo 

com o decréscimo desses níveis (NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). 

A HbF residual normalmente não é distribuída uniformemente entre os 

eritrócitos. Ela é concentrada em um subconjunto de células conhecido como células 

F, nos quais cerca de 20% do conteúdo total de hemoglobina é a HbF (LETTRE; 
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BAUER, 2016). E, embora a HU aumente os níveis de HbF na maioria dos pacientes, 

sua distribuição nos eritrócitos falciformes continua sendo heterogênea (PIEL; 

STEINBERG; REES, 2017). Adicionalmente, a melhora causada por seu aumento não 

é igual para todos os subfenótipos da doença. Em heterozigotos para HbS e 

persistência hereditária de HbF, onde o HBB é deletado, a HbF constitui 

aproximadamente 30% da hemoglobina total e é homogeneamente distribuída na 

população de glóbulos vermelhos, com cada célula contendo cerca de 10 pg - o que 

é suficiente para uma melhora considerável dos sintomas (PIEL; STEINBERG; REES, 

2017).  

A indução de HbF pela HU diminui a falcização eritrocítica e reduz 

significativamente o percentual de hemólise e VOC (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 

2013; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Um menor percentual de hemólise pode 

reduzir o consumo de NO intravascular que normalmente é sequestrado pelas Hb 

expostas, facilitando a dilatação vascular e aumentando a produção de HbF (COKIC 

et al., 2003; COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; COVAS et al., 2004; GLADWIN et 

al., 2002) (Fig. 8). Os eritrócitos com conteúdo de HbF mais alto são maiores (maior 

VCM) e mais deformáveis (melhor reologia) (MCGANN; WARE, 2015). A Fig. 9 mostra 

as diferenças marcantes entre um esfregaço de sangue periférico de uma criança com 

AF antes e após a terapia com HU. A HU também causa redução benéfica na 

contagem de leucócitos, já que eles participam de forma significativa na inflamação e 

na oclusão física dos vasos (COSTA; CONRAN; FERTRIN, 2013; KATO et al., 2018). 

O estado inflamatório crônico inerente da doença exerce um papel fundamental na 

ativação de células endoteliais e sanguíneas, em especial, dos leucócitos (COSTA; 

CONRAN; FERTRIN, 2013). Plaquetas e eritrócitos falciformes se ligam a neutrófilos 

já aderidos ao endotélio, reduzindo assim o fluxo sanguíneo e promovendo a vaso-

oclusão (ELMARIAH et al., 2014; KATO et al., 2018). 
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Figura 8 - Múltiplos mecanismos de ação da HU para AF

 

Legenda: (1) Indução de hemoglobina fetal por meio da ativação da guanilil ciclase solúvel e cinética 

eritróide alterada; (2) menor contagem de neutrófilos e reticulócitos pela inibição da ribonucleotídeo 

redutase e citotoxicidade da medula óssea; (3) adesividade diminuída e reologia melhorada de 

neutrófilos e reticulócitos circulantes; (4) redução da hemólise por meio de hidratação eritrocitária 

melhorada, macrocitose e redução da falcização intracelular; e (5) liberação de óxido nítrico (NO) com 

potencial vasodilatação local e resposta vascular melhorada 

Fonte: Adaptado de McGANN & WARE (2018, p. 04). Traduzido pelo autor. 

 

O tratamento causa diminuição de reticulócitos e elevação na concentração de 

hemoglobina, na porcentagem de células F e no VCM (BRIDGES et al., 1996; COVAS 

et al., 2004; MCGANN; WARE, 2015). O aumento do VCM pode resultar da hidratação 

celular promovida pelo medicamento (BRIDGES et al., 1996; ORRINGER et al., 1991). 

Adicionalmente, a terapia com HU está indiretamente associada a uma diminuição na 

expressão das moléculas de adesão na superfície de eritrócitos e leucócitos (COSTA; 

CONRAN; FERTRIN, 2013). A expressão de fosfatidilserina na superfície de 

eritrócitos e plaquetas, assim como a expressão de moléculas de CD36, CD49d e 

CD71 nos eritrócitos é reduzida e o sistema imune inato acaba sofrendo menos 
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ativações (COVAS et al., 2004; GLADWIN et al., 2002; KATO et al., 2018; 

STEINBERG et al., 2003). 

 

Figura 9 – Mudanças no esfregaço de sangue periférico a partir da terapia com HU. 

 

 
Fonte: Adaptado de McGANN & WARE (2018, p. 05). Traduzido pelo autor. 

 

A HU possui eficácia oral e é bem tolerada (REES; WILLIAMS; GLADWIN, 

2010), impactando positivamente na qualidade de vida desses pacientes ao reduzir o 

número de hospitalizações, tempo de internação, ocorrência de STA e, possivelmente, 

de eventos neurológicos agudos (CANÇADO; JESUS, 2007). Entretanto, exige-se o 

monitoramento frequente do hemograma do indivíduo para controle de toxicidade 

(NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). A toxicidade mais comumente encontrada inclui 

citopenia leve e reversível, que é um resultado esperado e utilizado para determinar a 

dose máxima a ser ingerida (MCGANN; WARE, 2015). 

Dentre outros efeitos adversos do fármaco a curto prazo, destacam-se a 

anemia, erupção cutânea, cefaléia e ocasionalmente náusea (DAVIES; GILMORE, 

2003), que são facilmente reversíveis com manejo de dose ou suspensão do uso 

(NEVITT; JONES; HOWARD, 2017). Sugere-se também a possibilidade de a HU 

predispor carcinogenicidade, teratogenicidade e fertilidade reduzida, contudo existem 

poucas evidências que apoiem essas concepções (KATO et al., 2018; REES; 

WILLIAMS; GLADWIN, 2010). 

A HU é subutilizada por causa das deficiências da infraestrutura ou burocracia 

dos serviços de saúde até mesmo em países desenvolvidos (KATO et al., 2018; 

MCGANN; WARE, 2015). Ainda hoje, a FDA dos Estados Unidos da América (EUA) 

é altamente restritiva, indicando HU apenas para pacientes adultos com AF, que 

tenham CVOs recorrentes de moderadas a graves (ao menos três episódios nos 

últimos 12 meses) (MCGANN; WARE, 2015). Apesar disso, com o avanço dos 



36 
 

estudos, o uso do medicamento está em crescimento. Estudos de coorte ao longo dos 

anos mostram que em clínicas especializadas em DF, localizadas em países 

desenvolvidos, até 63% dos pacientes com AF fazem o uso de HU (ATAGA et al., 

2017). Em 2014, o Instituto Nacional do Coração, Pulmão e Sangue (National Heart, 

Lung, and Blood Institute – NHLBI) lançou novas diretrizes clínicas para o manejo de 

pacientes com AF e passou a recomendar que todas as crianças afetadas devem 

receber terapia com HU, começando aos 9 meses de idade (incluindo casos 

assintomáticos) (YAWN et al., 2014). 

Em contraste, na maioria dos países africanos, a porcentagem em uso do 

medicamento é muito próxima de zero (MCGANN et al., 2016). Um importante fator 

limitante é a falta de acessibilidade. Hoje, em uma farmácia na Tanzânia, o preço 

médio de uma dose diária de HU é de aproximadamente US$ 1,20, que se torna caro 

por se tratar de um medicamento de uso crônico (LUZZATTO; MAKANI, 2019). Devido 

à disponibilidade limitada, vários tratamentos e procedimentos fitoterápicos, 

principalmente provenientes de tradições culturais e de segurança não comprovada 

são comumente usados para tratar a AF em toda a África (MCGANN et al., 2016). 

Ainda assim, à medida que os Ministérios da Saúde na África Subsaariana começam 

a lidar com o crescente impacto da AF em seus países, estima-se que o uso de HU e 

seu monitoramento sejam compensados por economias em hospitalizações e 

tratamento de complicações clínicas (MCGANN et al., 2016). Nos EUA, cerca de 230 

mil internações/ano são relacionadas à AF, tendo um custo de $2.4 bilhões de dólares 

(LANZKRON; PATRICK CARROLL; HAYWOOD, 2013). 

Além da HU, novos tratamentos estão sendo desenvolvidos em diversas frentes 

da doença (Tabela 2). O transplante de células-tronco hematopoéticas (HSCT) tornou-

se uma importante opção terapêutica. Atualmente, existem cerca de 35 ensaios 

clínicos no ClinicalTrials.gov estudando o transplante alogênico em pacientes com DF 

(CISNEROS; THEIN, 2020). Quando realizado a tempo, ele promove eritropoiese 

doador-derivada e é capaz de estabilizar ou até mesmo restaurar a função em órgãos 

afetados pela doença (WALTERS et al., 2010). 

Adicionalmente, existem outras opções farmacológicas que visam a 

polimerização da HbS e ainda estão em fase experimental. Estudos moleculares sobre 

a γ-globina identificaram elementos regulatórios na expressão gênica e subsequente 

produção de HbF. As moléculas: histona desacetilase (HDAC), DNA metiltransferase 
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1 (DNMT1), BCL11A e SOX6 têm sido exploradas como possíveis opções 

terapêuticas (CISNEROS; THEIN, 2020). 

A forma farmacológica da L-glutamina (Endari), que tem como alvo os eventos 

de vaso-oclusão, foi aprovada pelo FDA para uso em pacientes com DF acima de 5 

anos de idade (NIIHARA et al., 2018). A expectativa é que ela possa ser utilizada em 

uma terapia de combinação com HU no futuro (MINNITI, 2018). Outro fármaco é o 

Crizanlizumab, um anticorpo monoclonal contra a P-selectina, e seu mecanismo de 

ação é o de bloquear a adesão de eritrócitos ativados, neutrófilos e plaquetas 

(CISNEROS; THEIN, 2020).  Em um estudo de fase 2, multicêntrico, randomizado, 

duplo-cego controlado por placebo, o Crizanlizumab (com ou sem combinação com 

HU) mostrou que os pacientes no grupo de tratamento tiveram uma taxa 

significativamente menor de crises de dor relacionada à falcização, em comparação 

ao grupo placebo, e possuíram uma menor incidência de eventos adversos (ATAGA 

et al., 2017).  

Finalmente, a imunoglobulina intravenosa (IVIG) e as estatinas foram 

estudadas por seus efeitos anti-inflamatórios em neutrófilos e adesão de monócitos 

(CISNEROS; THEIN, 2020). A Sinvastatina, por exemplo, reduz a adesão dos 

glóbulos brancos e, em combinação com a HU, diminui o número de crises de dor e 

marcadores de inflamação (HOPPE et al., 2017). 
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Tabela 2 - Estudos em andamento ou completos para DF 

Alvo Fármaco Mecanismos de ação 
Identificador 

ClinicalTrials.gov 
Status (fase) 

Injúria oxidativa 

Glutamina Aumento de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) NCT01179217 Completo (3) 

NAC Aumento de glutationa NCT01849016 Completo (3) 

Omega-3 FA Antioxidante NCT02947100 Em andamento (1 e 2) 

Ácido Alfalipóico Aumento de glutationa NCT02604368 Em andamento (3) 

Acetil L-Carnitina Diminuição de peroxidação lipídica NCT01054768 Completo (2) 

Adesão 

Crizanlizumab Anticorpo monoclonal contra P-selectina NCT01895361 Completo (2) 

Rivapansel Inibidor de P-selectina NCT02187003 Em andamento (3) 

IVIG Inibidor de ativação/adesão leucocitária NCT01757418 Em andamento (1 e 2) 

Heparina Inibidor de P-selectina NCT02098993 Em andamento (2) 

Propranolol Inibidor de adesão de eritrócitos no endotelio 
NCT02012777 
NCT01077921 

Terminado (1) 
Em andamento (2) 

Indutores de HbF 

Decitabina Desmetilação/ativação do gene da α-globina NCT01685515 Em andamento (1) 

Pomalidomida Inibição da histona desacetilase NCT01522547 Completo (1) 

Metilbutirato Inibição da histona desacetilase NCT01322269 Completo (2) 

Outros agentes 
antifalcizantes 

Aes-103 Mudar Oxi-Hb NCT01597401 Completo (1) 

GBT440 Curva de dissociação para esquerda NCT03036813 Em andamento (3) 

INCB059872 Agente hipometilante, aumenta HbF NCT03132324 Em andamento (1) 

Panobinostat Inibição da histona desacetilase, aumenta HbF NCT01245179 Em andamento (1) 

Senicapoc Inibidor de desidratação celular 
NCT00040677 
NCT00102791 

Terminado (2) 
Completo (3) 

Sanguinate Agente de liberação de monóxido de carbono/transferência de oxigênio NCT02411708 Em andamento (2) 

SCD-101 Agente antifalcizante, mecanismo desconhecido NCT02380079 Em andamento (1b) 

Terapia antiplaquetária 

Prasugrel 

Inibidor de ativação plaquetária 

NCT01794000 Terminado (3) 

Ticagrelor NCT02482298 Completo (2) 

Eptifibatide NCT00834899 Terminado (1 e 2) 

Agentes 
antiinflamatórios 

Sinvastatina Ativa a síntese endotelial de ON NCT01702246 Completo (1) 

Zileuton Inibidor de leucotrienos NCT01136941 Completo (1) 

Regadenoson Antagonista de receptores de adenosina NCT01788631 Em andamento (2) 

Tônus vascular 
Magnésio Aumenta o tônus vascular NCT01197417 Completo (2 e 3) 

L-arginina Substrato para ON NCT02447874 Em andamento (1 e 2) 

Mecanismos 
anticoagulantes 

Rivaroxiban Inibidor da cascata de coagulação NCT02072668 Em andamento (2) 

Apixaban Inibidor da cascata de coagulação NCT02179177 Em andamento (2) 

 

Fonte: Adaptado de KAPOOR; LITTLE; PECKER (2018).



39 
 

2.6 Acompanhamento Laboratorial 
 

A portaria conjunta n°05, de 19 de fevereiro de 2018 aprovou   o   Protocolo   

Clínico   e   Diretrizes Terapêuticas da DF (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018), 

especificam os exames e os parâmetros clínicos convencionais para monitoramento 

dos pacientes com AF, como o hemograma com contagem de plaquetas e percentual 

de reticulócitos. O hemograma representa entre 45-62,3% de todos os pedidos 

médicos que dão entrada em laboratórios de análises clínicas (FAILACE; 

FERNANDES, 2015) e é considerada a primeira avaliação realizada em portadores 

de AF (SAVAGE et al., 2015). Ele possibilita inferir as anormalidades que indicam 

potenciais patologias instaladas, tais como processos infecciosos (aos quais esses 

pacientes possuem alta susceptibilidade) e a mielossupressão, que pode ser 

desencadeada pelo tratamento com HU (COVAS et al., 2004; DAVIES; GILMORE, 

2003). 

Nos últimos 20 anos, com o avanço de novas tecnologias, a automatização 

laboratorial excluiu quase completamente os métodos clássicos (CELKAN, 2020) e, 

portanto, surgiram novas possibilidades diagnósticas. Tais ferramentas vêm 

auxiliando na confecção de resultados cada vez mais rápidos e confiáveis, 

promovendo agilidade, padronização, alta sensibilidade, precisão e menos chances 

de erros humanos e riscos de contaminação amostral (FAILACE; FERNANDES, 2015; 

SUMITA et al., 2017).  

Os Parâmetros Clínicos Avançados (PCAs) configuram uma modernização na 

automação do hemograma ao conceder informações detalhadas sobre certos 

aspectos clínicos, auxiliando em diagnósticos diferenciais e na otimização da 

requisição de testes adicionais, impactando na redução dos custos hospitalares e 

laboratoriais (SUMITA et al., 2017). Entre os benefícios dos PCAs, destaca-se a 

análise do grau de maturidade celular, que permite uma avaliação precoce de 

alterações na hematopoiese.  

Os PCAs incluem os seguintes parâmetros: Fração de Reticulócitos Imaturos 

(Immature Reticulocytes Fraction - IRF), Fração de plaquetas imaturas (Immature 

Platelet Fraction - IPF), Eritrócitos Nucleados (Nucleated Red Blood Cells - NRBC), 

Conteúdo de Hemoglobina dos Reticulócitos (RET-HE), Plaquetas Fluorescentes 

(PLT-F) e Granulócitos Imaturos (Immature Granulocytes - IG) (SUMITA et al., 2017).  
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O IRF auxilia na avaliação do grau de maturidade dos reticulócitos, enquanto o 

IPF auxilia na avaliação da maturidade das plaquetas. Esses parâmetros são 

importantes marcadores de alterações na eritropoiese e trombocitopoiese, 

respectivamente. O funcionamento e atividade medular pode ser avaliado pelo NRBC 

por meio da mensuração do número de eritroblastos presentes no sangue periférico. 

Já a PLT-F permite a realização de contagens exatas em amostras com apenas 

20.000x10³/µL plaquetas (de comum utilização em pacientes com púrpura 

trombocitopênica idiopática) (PAGE et al., 2017; SCHOORL et al., 2013). O RET-He 

é um importante indicador da qualidade dos reticulócitos produzidos em níveis de 

medula óssea, pois pode identificar quadros de anemia antes mesmo das 

manifestações clínicas (UÇAR et al., 2019). O IG é capaz de quantificar a presença 

de leucócitos imaturos, indicando a presença de um desvio à esquerda. Além disso, 

ele é um importante marcador de sepse, que é uma complicação recorrente em 

pacientes com AF (KARON et al., 2017; NAVALKELE et al., 2017; PAYNE et al., 

2013).  

A citometria de fluxo é o padrão ouro para contagem de células sanguíneas e 

o principal método usado para medir os PCAs. Esta tecnologia permite leituras 

individuais de vários parâmetros para cada célula em um meio líquido salino 

tamponado. O princípio envolvido na técnica está relacionado à dispersão de luz e 

emissão de fluorescência que ocorre a partir da luz da fonte de excitação (comumente 

um feixe de laser) incidindo em diferentes ângulos na célula (Fig. 10) (ADAN et al., 

2017). Assim, fornece-se informações sobre a complexidade, tamanho e 

granularidade celular e, adicionalmente, leitura do pulso por um detector de fosfodiodo 

e fotomultiplicadores que os interprete como gráficos (ScatterGraph) (BUTTARELLO 

et al., 2020; CORBERAND, 1996; PIVA et al., 2015; TANAKA et al., 2014; 

TANTANATE; KHOWAWISETSUT; PATTANAPANYASAT, 2017; WANG et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

Figura 10 – O princípio do funcionamento de um citômetro de fluxo. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de ADAN et al. (2017, p. 03). Traduzido pelo autor. 

 

 

 

2.6.1 – Fração de Reticulócitos Imaturos - IRF 
 

A medula óssea é estimulada pela eritropoietina (EPO), um hormônio secretado 

pelos rins. Ela atua principalmente nas células progenitoras dos eritrócitos e 

precursores da eritropoiese, e é responsável por estimular as unidades formadoras de 

colônias de eritrócitos (UFC-E) (NANDAKUMAR; ULIRSCH; SANKARAN, 2016), 

aumentando a produção de reticulócitos. Os níveis de EPO normalmente se 

encontram elevados por três a quatro dias antes de ocorrer um aumento na contagem 

de reticulócitos (RILEY et al., 2001). 

Os reticulócitos representam uma etapa evolutiva no processo eritropoiético. 

Eles são eritrócitos imaturos produzidos na MO, onde se desenvolvem por um período 

de um a três dias (RAI; WILSON; MOOSAVI, 2020). Ao serem liberados na corrente 

sanguínea, possuem uma vida útil de um a dois dias, onde passam por diversas 

mudanças estruturais antes de se tornarem hemácias maduras (MAST; BLINDER; 

DIETZEN, 2008). Quando comparados a elas, os reticulócitos possuem maior volume, 
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maior conteúdo de Hb e menor concentração de Hb (RAI; WILSON; MOOSAVI, 2020). 

Ao entrar no sangue periférico, eles têm o conteúdo máximo de Hb possível, pois só 

podem sintetizá-la enquanto se encontram na medula óssea (PIVA et al., 2015).  

Reticulócitos são um indicador clínico útil de resposta da medula óssea a 

anemias. Portanto, um aumento ou diminuição na sua contagem pode assinalar 

atividade ou falha da eritropoiese, especialmente em relação à disfunção da medula 

óssea (BUTTARELLO, 2016; PIVA et al., 2015; RILEY et al., 2001; SCHAPKAITZ, 

2018). 

A partir de 1940, o método tradicional para avaliação do número de reticulócitos 

passou a ser a contagem manual por microscopia, utilizando-se corantes supra-vitais 

(UPPAL et al., 2020). A coloração permite que as células sejam reconhecidas pelo 

precipitado intracitoplasmático azul, variando da aparência de grânulos à uma rede de 

material reticular (PIVA et al., 2015). Entretanto, a contagem de reticulócitos por esse 

meio não é mais comumente utilizada devido à sua baixa reprodutibilidade e não 

confiabilidade com um coeficiente de variação de 25% a 48% (PRELOZNIK-ZUPAN; 

CERNELC; ZONTAR, 2000). A implantação da citometria de fluxo e dos corantes 

fluorescentes iniciou-se na década de 1990 e levou à automação da contagem 

reticulocitária. 

Analisadores hematológicos automatizados equipados com parâmetros para 

contagem de reticulócitos e citômetros de fluxo podem ser utilizados para a avaliação 

deste parâmetro (UPPAL et al., 2020). Os analisadores hematológicos automatizados 

utilizam corantes fluorescentes ou não-fluorescentes que se ligam ao ácido 

ribonucleico (RNA) dos reticulócitos e, subsequentemente, os enumera com base em 

diversos princípios como impedância, dispersão ou fluorescência (UPPAL et al., 

2020). O citômetro de fluxo utiliza-se somente de corantes fluorescentes e analisa um 

maior número de eventos, minimizando o viés estatístico inerente ao método 

tradicional (CORBERAND, 1996; UPPAL et al., 2020). 

A citometria de fluxo é o método mais comumente utilizado para a contagem 

de reticulócitos (RAI; WILSON; MOOSAVI, 2020). A primeira etapa do processo é a 

coloração dos reticulócitos pela mistura da solução de laranja de tiazol (TO) com 

sangue total. Essa solução é mantida no escuro, incubada em temperatura ambiente 

e, em seguida, exposta ao feixe de laser. A coloração adere ao RNA ribossomal 

(rRNA), que permite a diferenciação quanto ao estadiamento dos reticulócitos (RAI; 

WILSON; MOOSAVI, 2020). O grau de imaturidade está diretamente relacionado ao 
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grau de fluorescência emitido por estas células; quanto mais RNA intracelular houver, 

mais imaturo será o reticulócito e maior será a fluorescência (JOÃO; PINTO; COSTA, 

2008). A contagem será determinada pela porcentagem dos reticulócitos na 

quantidade total de hemácias. 

Existem três categorias que representam seus diferentes estágios de 

maturidade: LFR (reticulócitos de baixa fluorescência - reticulócitos "maduros"), MFR 

(reticulócitos de fluorescência média - reticulócitos "semi-maduros") e HFR 

(reticulócitos de alta fluorescência - reticulócitos "imaturos"). O IRF é definido como a 

soma das regiões de média e alta fluorescência (HFR e MFR) e é também referido 

como o "índice de maturação de reticulócitos" (Fig. 11). 

 

Figura 11 – Scattergram mostrando a dispersão dos diferentes estágios de 
maturação reticulocitária. 

 

 

Fonte: PÉREZ-ÉCIJA & GARCÍA (2021, p. 03). 

 

O IRF possui grande utilidade em pacientes com leucemia em quimioterapia ou após 

transplante de MO, determinando a atividade regenerativa da medula óssea durante 

e depois do tratamento (MORKIS et al., 2015). Um dos efeitos da HU é diminuição na 

produção reticulocitária, causando uma diminuição na contagem dessas células. 
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Portanto, é necessário o monitoramento frequente de reticulócitos durante o uso deste 

medicamento. 

2.6.2 - Fração de Plaquetas Imaturas - IPF 
 

Plaquetas imaturas são plaquetas recém-liberadas da medula óssea por 

megacariócitos (IMPERIALI et al., 2018) e têm uma vida útil de menos de 24 horas 

(HOFFMANN, 2014). Em comparação com as plaquetas maduras, essas plaquetas 

são maiores, mais reativas e contêm mais RNA (BUTTARELLO et al., 2020; 

IMPERIALI et al., 2018). 

Inicialmente, as plaquetas imaturas (anteriormente também conhecidas como 

“reticuladas”) eram mensuradas por meio do uso de citômetros de fluxo e corantes 

fluorescentes que se ligam ao RNA (BUTTARELLO et al., 2020). Entretanto, os 

intervalos de referência especificados por diferentes autores eram inconstantes, 

variando de 2% a 17% da contagem total de plaquetas (MATIC et al., 1998; RINDER 

et al., 1993). Esse fenômeno pode ser explicado pela falta de padronização 

metodológica, principalmente devido a: (i) diferentes fontes comerciais e 

concentrações de corantes fluorescentes, (ii) absorção inespecífica de corantes de 

RNA pelos grânulos presentes no citoplasma plaquetário, (iii) tempo e temperatura de 

incubação e (iv) análise dos dados (BUTTARELLO et al., 2020).  

Para a determinação das plaquetas imaturas, os laboratórios de pesquisa 

adotaram majoritariamente técnicas com uso de corante TO e citometria de fluxo, 

aprimoradas após a introdução do gating (MATIC et al., 1998). Gating em citometria 

de fluxo é identificação sequencial e refinamento de uma população celular de 

interesse usando um painel de marcadores (REYNOLDS, 2020). O corante TO é 

extensivamente para a coloração e detecção de plaquetas imaturas, pois é excitável 

a 488 nm, pode ser usado com a maioria dos citômetros de fluxo e trespassa 

prontamente a membrana celular (BUTTARELLO et al., 2020). 

Nos últimos anos, novos parâmetros relacionados à função plaquetária foram 

desenvolvidos, como a Fração de Plaquetas Imaturas (IPF) (KO et al., 2015; LI et al., 

2020) como um método inovador de aferir a atividade medular quanto a produção de 

novos trombócitos (DUSSE; FREITAS, 2014). Assim como os reticulócitos, as 

plaquetas imaturas podem ser relatadas como porcentagem ou um número absoluto 

(×109/L) (BUTTARELLO et al., 2020). 
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Atualmente a análise da IPF é totalmente automatizada ao ser integrada aos 

analisadores hematológicos de rotina. Em analisadores hematológicos Sysmex, 

incluindo sistemas XE-2100 e XE-5000 (Sysmex, Kobe, Japão), a IPF é medida no 

canal de plaquetas ópticas usando um corante fluorescente e um sistema de 

passagem cuidadosamente projetado (JUNG et al., 2010; KO et al., 2015; MEINTKER 

et al., 2013). Um feixe de diodo semicondutor passa através das células coradas e 

mede-se a dispersão direta resultante (volume da célula) e intensidade de 

fluorescência (principalmente devido ao conteúdo de RNA) (BUTTARELLO et al., 

2020). A partir disso, um algoritmo de computador discrimina entre as plaquetas 

maduras e a IPF. Esse índice pode ser relatado como porcentagem de IPF (%IPF) e 

IPF absoluto (A-IPF) (IMPERIALI et al., 2018). 

Outros analisadores como o Abbott Cell-Dyn Sapphire (Abbott) se referem à 

IPF como “plaquetas reticuladas” (retPLT/RP) e a medem como parte da análise 

reticulocitária, utilizando o corante fluorescente CD4K530. O analisador realiza o 

registro da luz dispersa (em um ângulo de 7°) e da fluorescência, e um algoritmo 

separa as plaquetas das hemácias. Por fim, o gating de retPLT é definido com 

correção para fluorescência de fundo size-dependent (BUTTARELLO et al., 2020; 

HOFFMANN; VAN DEN BROEK; CURVERS, 2013).  

Similarmente, o analisador Mindray BC-6800 (Mindray) realiza a detecção de 

%IPF junto com os reticulócitos por meio de um corante à base de cianina para 

coloração de RNA. A IPF é derivada de dispersão direta versus gráfico de dispersão 

de fluorescência lateral e os resultados são expressos em porcentagem 

(BUTTARELLO et al., 2020). 

As comparações entre o RP obtido com métodos de citometria de fluxo usando 

TO e IPF obtido com o XE-2100/5000 mostram certa correlação entre os parâmetros 

e que, tanto nos controles quanto nas diferentes categorias de doenças (doença 

coronariana crônica, bypass pós-coronariano, trombocitopenia periférica, doença 

renal), os valores encontrados foram maiores para RP (BUTTARELLO et al., 2020; 

IBRAHIM et al., 2016; SAKURAGI et al., 2015). Algumas explicações para essas 

diferenças nos resultados podem estar relacionadas às estratégias de gating ou às 

variações dos corantes disponíveis comercialmente (ou ainda se a preparação ocorre 

no próprio laboratório) (BUTTARELLO et al., 2020). 

Dentre as limitações deste parâmetro está a falta de definição de valores 

normais em indivíduos saudáveis (JOERGENSEN; BATHUM, 2016; JUNG et al., 
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2010; KO et al., 2013). KO et al. (2013) encontraram um intervalo de confiança geral 

de 0.5–3.3% utilizando o analisador hematológico Sysmex XE-2100. Já 

JOERGENSEN & BATHUM (2016) estabeleceram um intervalo de 1.3–9.0% por meio 

do analisador Sysmex XE-5000.  

 Adicionalmente, nos analisadores Sysmex XE-2100/5000, certos fragmentos 

de leucócitos contendo maiores quantidades de RNA podem interferir na medição da 

IPF. Além disso, ligações não específicas entre os corantes e fragmentos eritrocitários 

são possíveis interferentes (SAKURAGI et al., 2015). Analisadores Sysmex XN de 

nova geração estão demonstrando maior sensibilidade e especificidade para medição 

de IPF% (BRIGGS et al., 2012); entretanto, a maioria dos estudos ainda é realizada 

em hemocitômetros Sysmex XE (VAN DE WYNGAERT et al., 2020).  

Em pacientes com AF, por serem maiores, mais densas e mais ativas no 

processo de formação do trombo hemostático, as plaquetas imaturas contribuem para 

a instalação e manutenção de processos vaso-oclusivos (MCCABE et al., 2004; 

NORONHA et al., 2007). A asplenia funcional presente na doença compromete o 

sequestro esplênico das células senescentes ou danificadas, alargando o tempo de 

permanência das plaquetas circulantes (WUN et al., 1997). O IPF demonstra um 

aumento mais precoce quando comparado com a contagem clássica de plaquetas no 

transplante de medula óssea (MORKIS et al., 2015; SAXON et al., 1998). O estudo 

deste parâmetro pode verificar se ele apresenta essa mesma característica em outras 

doenças, como a AF. 

 

2.6.3 - Eritrócitos nucleados – NRBC 
 

 Os “nucleated red blood cells” (NRBC) são precursores eritrocitários e são 

fisiologicamente confinados à medula óssea (BUORO et al., 2015). Recém-nascidos 

saudáveis têm NRBCs circulantes que desaparecem rapidamente algumas semanas 

após o nascimento (MAY et al., 2019; WANG et al., 2003). No entanto, essas células 

podem retornar à circulação em diversas situações patológicas (BUORO et al., 2015; 

DANISE et al., 2012). 

 Perdas sanguíneas agudas ou hemólise acelerada podem causar a liberação 

de NRBCs na corrente sanguínea, conforme ocorre o aumento da eritropoiese, em 

uma tentativa de compensar a anemia aguda (MAY et al., 2019). Danos ou estresse 

na medula óssea também fazem com que os NRBCs estejam presentes no sangue 



47 
 

periférico, como costuma ser o caso em doenças hematológicas (BUORO et al., 2015; 

DANISE et al., 2012; MAY et al., 2019). 

 Por muito tempo a contagem de NRBCs era realizada utilizando a análise 

manual de esfregaços sanguíneos, pois os analisadores hematológicos não eram 

capazes de corretamente diferenciar NRBCs de pequenos linfócitos (HWANG et al., 

2016). Contudo, falhas de reprodutibilidade intra e interobservador, aliadas ao 

pequeno número de células contadas (100 células). culminaram na restrição da 

exatidão e precisão do método (DANISE et al., 2012; HWANG et al., 2016). Além 

disso, essas contagens eram trabalhosas e caras (DANISE et al., 2012). 

A série de hemocitômetros Sysmex XE (2100 e 5000; Sysmex Co., Kobe, 

Japão) analisa as NRBCs (absoluto e porcentagem) em um canal específico por meio 

de uma combinação de um sistema óptico de fluorescência, associado a um agente 

lisante (BUORO et al., 2015; HWANG et al., 2016). Como resultado do processo de 

lise seletiva dos eritrócitos, os núcleos das NRBCs e leucócitos permanecem intactos 

e seus ácidos nucleicos (DNA e RNA) são corados com o corante fluorescente de 

polimetina (BUORO et al., 2015). As diferentes intensidades de coloração entre os 

núcleos das NRBCs e dos leucócitos, em conjunto com seus diferentes volumes, são 

detectadas por um laser semicondutor usando luz dispersa direta e fluorescência 

(BRIGGS et al., 2011; HWANG et al., 2016; URRECHAGA; BORQUE; ESCANERO, 

2009). As organelas intracitoplasmáticas e o núcleo de leucócitos são corados com 

bastante força, enquanto a coloração de NRBCs é fraca, permitindo uma diferenciação 

clara entre as contagens (BRIGGS et al., 2012). 

Nos analisadores Sysmex, a maioria dos hemocitômetros da série XE-5000 

reporta automaticamente a contagem NRBC para todas as amostras. Contudo, alguns 

modelos somente realizam a contagem dessas células quando recebem um flag, de 

modo a economizar corante (BRIGGS et al., 2011). Quando um flag para NRBC é 

acionado, as amostras são executadas novamente no modo NRBC para enumerá-los 

e corrigir a contagem de leucócitos e o diferencial (BRIGGS et al., 2011). 

O analisador XN Modular (Sysmex) foi lançado em 2011. Ao avaliar as 

características de desempenho dos novos métodos e compará-los com a série XE-

2100, BRIGGS et al. (2012) verificaram que dentre as novas atualizações, a contagem 

de NRBC é realizada em todas as amostras; não há mais necessidade de repetir a 

contagem no canal NRBC como antes. Dentre as limitações dos analisadores mais 

antigos, também está a sensibilidade e precisão limitadas para a contagem de NRBC 
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em amostras com valores baixos e em condições em que os eritrócitos possuem 

sensibilidade alterada ao processo de lise (BUORO et al., 2015; GULATI et al., 2007; 

PIPITONE et al., 2012). 

Apesar de saber-se que a presença de NRBCs no sangue periférico está 

associada a distúrbios hematológicos, a primeira aplicação clínica derivada de sua 

contagem foi publicada apenas em 1969 (DANISE et al., 2012; PIOMELLI; DANOFF; 

BECKER, 1969). Atualmente, sabe-se que esse parâmetro possui um valor 

prognóstico significativo (BUORO et al., 2015), podendo otimizar transfusões em 

pacientes com beta talassemia major (DANISE et al., 2009; KARAKUKCU et al., 

2015).      

Esse parâmetro é considerado um importante preditor de aumento da 

morbidade e mortalidade entre adultos hospitalizados (BALLANTINE; KWON; LIEM, 

2019). NARCI et al. (2020) investigaram a predição de NRBCs em 204 pacientes que 

morreram de causas não traumáticas e, durante a análise de regressão logística 

multivariada, ele foi associado a todas as causas de mortalidade em pacientes 

admitidos na emergência. Já PURTLE et al. (2017) levantaram a hipótese de que a 

presença de NRBC em pacientes que sobreviveram a cuidados intensivos estaria 

associada a resultados adversos após a alta hospitalar. Eles encontraram que o risco 

absoluto de mortalidade em 90 dias pós-alta foi de 5,9%, 11,7%, 15,8% e 21,9% em 

pacientes com 0/μl, 1–100/μl, 101–200/μl e mais de 200/μl de NRBC, 

respectivamente.  

ATAGA & ORRINGER (2000) descreveram três casos de pacientes com DF e 

necrose de medula óssea e o curso clínico em todos foi caracterizado por altos 

números de NRBC. Adicionalmente, o seu aumento em pacientes com DF pode refletir 

o aumento da eritropoiese. BALLANTINE; KWON & LIEM (2019) encontraram uma 

associação entre o aumento nas contagens de NRBC e o desenvolvimento de 

STA/necessidade de transfusão em crianças com DF hospitalizadas por CVO, 

sugerindo que NRBCs podem representar um biomarcador útil para prever 

complicações nesses pacientes. Entretanto, seu significado prognóstico em adultos 

ou crianças com DF ainda não é bem compreendido e há a necessidade de estudos 

mais profundos (BALLANTINE; KWON; LIEM, 2019). 
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2.6.4 - Contagem de Plaquetas por Fluorescência – PLT-F 
 

Alta exatidão e precisão na avaliação plaquetária são essenciais para decisões 

clínicas apropriadas, especialmente em amostras com baixa contagem de plaquetas 

(SCHOORL et al., 2013). A primeira geração de contadores de plaquetas 

automatizados foi desenvolvida há quase meio século para substituir a contagem 

manual de rotina (RAPPAPORT et al., 1988).  

Sistemas de primeira geração aprimorados, como Plaquetas por impedância 

(PLT-I) (Sysmex, Kobe, Japão), LH-750 (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) e CDS-I 

(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, EUA), ainda são utilizados em laboratórios 

clínicos por estarem instalados em modernos analisadores hematológicos (WADA et 

al., 2015). Contudo, vários fatores influenciam a precisão das contagens. Partículas 

não plaquetárias, como eritrócitos e leucócitos fragmentados, não são corretamente 

distinguidos, pois esses sistemas diferem apenas os tamanhos das partículas, que 

são medidos usando impedância elétrica (TANAKA et al., 2014; WADA et al., 2015). 

Isso resulta em resultados de análise falsamente elevados (TANAKA et al., 2014). 

Como solução, desenvolveu-se um método preciso de contagem utilizando 

anticorpos monoclonais específicos anti-CD61 (DICKERHOFF; VON RUECKER, 

1995; HARRISON et al., 2001; TANAKA et al., 2014). Apesar de ter se tornado 

referência em contagem de plaquetas, devido a um custo operacional elevado e 

volume amostral de ≥1ml, o método imunológico não se tornou padrão em laboratórios 

clínicos gerais (TANAKA et al., 2014; WADA et al., 2015). 

Os analisadores hematológicos de segunda geração foram desenvolvidos 

embasados na citometria de fluxo. Esses sistemas, como as plaquetas ópticas (PLT-

O - Sysmex), CDS-O (AlinIQ Clinical Decision Support - Abbott) e método de contagem 

óptica ADVIA (Siemens), são instalados em analisadores hematológicos 

automatizados (WADA et al., 2015). A contagem plaquetária é fidedigna na maioria 

das amostras, com exceção para aquelas com baixa concentração de plaquetas ou 

aquelas contendo células anormais, como megatrombócitos (DIQUATTRO et al., 

2009; HONG et al., 2009; TVEDTEN, 2010). 

A Contagem de Plaquetas por Fluorescência (PLT-F) representa a última 

geração em métodos de contagem automática plaquetária. Ele se baseia em 

marcação fluorescente e citometria de fluxo. Os analisadores hematológicos 

automatizados da série XN (Sysmex) são equipados com um canal PLT-F onde a 
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quantificação plaquetária é realizada com o uso do corante Fluorocell fluorescente 

(oxazina), com tempo e volume de contagem prolongados com o intuito de diminuir o 

número de interferências durante a contagem (WADA et al., 2015).  

Durante o processo de lise, as membranas plaquetárias são perfuradas pelo 

reagente, mas permanecem praticamente intactas. Posteriormente, o marcador de 

fluorescência marca especificamente o RNA dentro das plaquetas, evitando 

interferências com outras células ou fragmentos de tamanho semelhante. Usando a 

luz dispersa direta e fluorescência, as plaquetas são separadas dos eritrócitos e 

leucócitos (SYSMEX, [s.d.]) (Fig. 12). O sistema PLT-F é superior aos dois métodos 

de rotina existentes: o PLT-O de segunda geração e Plaquetas por impedância (PLT-

I) de primeira geração (WADA et al., 2015) e correlaciona-se altamente com o método 

imunológico, mesmo para amostras com baixas concentrações de plaquetas 

(BRIGGS et al., 2012; SCHOORL et al., 2013; SEO; LEE; KIM, 2015; TANAKA et al., 

2014). 

 

Figura 12 – Scattergram do canal PLT-F com uma distribuição normal de células 

 

 
Fonte: Sysmex Europe website, 2021. 
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Os analisadores da série XN também são equipados com um canal PLT- I 

baseado em um método de impedância elétrica e o canal PLT-O baseado em um 

método óptico (TANAKA et al., 2014). Ao comparar os sistemas PLT-F, PLT-O e PLT-

I, WADA et al. (2015) utilizaram sangue artificial contendo plaquetas e altas 

concentrações de eritrócitos fragmentados. O sistema PLT-F mostrou apenas um 

aumento de 15-17% na contagem de plaquetas, enquanto os sistemas PLT-O e PLT-

I mostraram aumentos de mais de 300%. 

O PLT-F mostrou possuir alta reprodutibilidade principalmente em amostras 

com severa trombocitopenia (<50.000x10³/µL) (WILLIAMSON et al., 2013), se 

comparado aos métodos tradicionais PLT-O e PLT-I (SCHOORL et al., 2013). Um 

estudo recente comparou as três metodologias (PLT-I, PLT-O e PLT-F) em pacientes 

com talassemia, e encontrou significativa diferença entre os tipos de talassemia na 

plaquetometria realizada pela PLT-F, enquanto nas outras metodologias ela não foi 

encontrada (TANTANATE; KHOWAWISETSUT; PATTANAPANYASAT, 2017). 

Apesar de não haver relatos na literatura que explorem esse parâmetro na AF, por ser 

uma doença hemolítica, é possível que as contagens plaquetárias estejam alteradas, 

causando falsas impressões das reais contagens sanguíneas. 

 

 

2.6.5 - Conteúdo de Hemoglobina no Reticulócito - RET-He 
 

 Analisadores hematológicos evoluíram consideravelmente nos últimos anos, 

disponibilizando novos parâmetros que fornecem informações a nível celular sobre a 

disponibilidade de ferro para eritropoiese (LEVY; SCHAPKAITZ, 2018). Dentre eles 

estão a porcentagem de hemácias microcíticas (% Micro-R), porcentagem de 

hemácias hipocrômicas (% Hypo-He) e o conteúdo de hemoglobina dos reticulócitos 

(RET-He).  

O RET-He é o mais amplamente estabelecido e fornece uma medida indireta 

do ferro disponível para a produção de novos eritrócitos nos últimos 3-4 dias (BRIGGS 

et al., 2012). Como os reticulócitos têm uma vida útil mais curta (1-2 dias) do que as 

hemácias maduras, o RET-He fornece uma indicação precoce de deficiência de ferro 

(TOKI et al., 2017).  

LEVY & SCHAPKAITZ (2018) mediram o RET-He de mulheres grávidas em 

analisadores Sysmex XN-9000. Para a análise desse parâmetro, as células são 



52 
 

coradas por meio de um corante de ácido nucléico, no canal de reticulócitos, e 

analisadas por citometria de fluxo fluorescente. A luz dispersa direta versus 

fluorescência é representada como um scattergram mostrando eritrócitos e 

reticulócitos maduros. Os autores encontraram que o desempenho do RET-He foi 

superior aos parâmetros hematológicos padrão. 

Nos analisadores ADVIA 120 e 2120 (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY) o 

parâmetro equivalente ao RET-He é o CHr (conteúdo médio de Hb celular dos 

reticulócitos). Ele é medido no Hematology System Reticulocyte Count (RETIC) 

juntamente com a concentração e porcentagem de reticulócitos (#RETIC e %RETIC, 

respectivamente) (ADVIA®, 2010). 

Os estoques de ferro no corpo existem principalmente na forma de ferritina e, 

em contraste com a Hb, não são afetados por elevações acima do nível do mar ou 

pelo fumo. Contudo, de acordo com guidelines da Organização Mundial da Saúde 

(OMS), a ferritina é uma proteína de resposta de fase aguda e tem suas concentrações 

aumentadas durante a inflamação, tornando a interpretação clínica dos resultados 

difícil ou impossível (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). O diagnóstico de 

deficiência de ferro utiliza uma combinação de diversos parâmetros além da ferritina, 

incluindo a saturação de transferrina, ferro sérico e o VCM. Na AF, as reações 

inflamatórias decorrentes das CVOs podem influenciar esses testes. Desse modo, 

esse é um possível nicho de atuação do RET-He.  

UIJTERSCHOUT et al. (2014) analisaram as associações entre o RET-He, 

ferritina, receptor de transferrina solúvel (sTfR), VCM e hemoglobina (Hb) em crianças 

com idades entre 0,5 e 3 anos. A hipótese inicial era de que crianças pequenas com 

depleção de ferro (usando o ponto de corte da OMS para ferritina <12 μg/l), teriam 

menor RET-He e maiores concentrações de sTfR em comparação com crianças com 

ferritina ⩾12 μg/l. Apesar do estudo mostrar que o RET-He diminuiu com níveis baixos 

de ferritina e que seus níveis foram significativamente correlacionados com a ferritina, 

VCM e Hb, isso aconteceu somente quando os estoques de ferro estavam 

severamente esgotados (ferritina: <8 μg/l). 

O potencial clínico do RET-He para o diagnóstico de deficiência de ferro é 

limitado pela falta de intervalos de referência bem estabelecidos (LÖFVING et al., 

2018). Em 2018, VÁZQUEZ-LÓPEZ et al. (2019) avaliaram a utilidade do RET-He, 

sTfR e o índice de sTfR/log (sTfR-F) como um meio de identificar deficiência de ferro 

em crianças sem anemia e em adolescentes saudáveis. Os autores também 
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procuraram obter pontos de corte específicos por idade e sexo, e propor uma definição 

alternativa de deficiência de ferro com base nessas novas medidas. Embora 

comparável aos parâmetros clássicos, o valor de RET-He sozinho não foi considerado 

suficientemente indicativo nas fases iniciais da deficiência de ferro (AUC 0,68, IC 95% 

0,61-0,74). Isso pode ser explicado pelo fato de que indivíduos com anemia ferropriva 

foram excluídos deste estudo, e que esse parâmetro só passa a apresentar alterações 

quando a produção de Hb está comprometida.  

Apesar disso, os autores consideraram que o RET-He melhora a eficiência 

diagnóstica, se utilizado em conjunto com outros marcadores. Seu cutoff foi de <27 pg 

(1–5 anos) e <28.5 pg (6–16 anos). Embora não exista um padrão ouro, os autores 

traçaram suas definições para a deficiência de ferro sem a presença de anemia como: 

(a) esgotamento do estoque de ferro: ferritina baixa; (b) eritropoiese com deficiência 

de ferro: alto índice sTfR-F (que refletiria situações com sTfR alto e ferritina baixa e 

também condições em que há depleção do estoque de ferro, mas nenhum impacto 

sobre sTfR); (c) ou a combinação de ≥2 parâmetros entre ferritina baixa, CHr baixo e 

sTfR alto. 

Já AHMED; FAYEK & SALEM (2020) procuraram avaliar o papel do RET-He 

no diagnóstico de anemia ferropriva em 102 pacientes utilizando o analisador Sysmex 

XN1000. O grupo com anemia apresentou níveis de RET-He significativamente mais 

baixos do que os do grupo controle com um cutoff de 26,5 pg com sensibilidade de 

80% e especificidade de 90%.  

Em 2014, o uso de RET-He para descartar rapidamente a eritropoiese por 

deficiência de ferro na presença de anemias complexas, decorrentes de câncer, foi 

demonstrado. Usando um cutoff de 32 pg/célula, esse parâmetro descartou a 

deficiência de ferro na população do estudo (n = 209) e em uma subpopulação de 

pacientes com baixa contagens de reticulócitos (n = 19) com um valor preditivo 

negativo (VPN) de 98,5% e 100%, respectivamente para essas populações. Em 

comparação, o VPN dos parâmetros tradicionais do hemograma (Hb <11 g / dL; VCM 

<80 fL) foi de apenas 88,5% (PEERSCHKE; PESSIN; MASLAK, 2014).  

A etiologia da anemia em pacientes com câncer é complexa, envolvendo 

citopenias secundárias à quimioterapia, insuficiência da MO, doença crônica/ 

inflamação (PEERSCHKE; PESSIN; MASLAK, 2014). Pacientes com AF 

compartilham algumas dessas características devido à natureza inflamatória da 

doença. Adicionalmente, eles podem sofrer citopenias secundárias o uso de HU e 
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supressão da MO. Desse modo, apesar de esse parâmetro não ter sido avaliado no 

cenário das DF, é relevante o seu escrutínio em cenários multifacetados. 

Devido ao turnover lento dos eritrócitos (~120 dias), os parâmetros tradicionais 

do hemograma acerca dos índices de eritrócitos maduros (VCM, HCM e amplitude de 

distribuição dos glóbulos vermelhos [RDW]) podem não detectar os efeitos da 

deficiência de ferro precoce na eritropoiese. Esse fato, juntamente com a capacidade 

do RET-He de fazer parte da análise automatizada do hemograma, indica que esse 

parâmetro pode melhorar significativamente o manejo do paciente, particularmente 

em um ambiente ambulatorial (LÖFVING et al., 2018). 

 

2.6.6 - Índice de Granulócitos Imaturos – IG 
 

Em resposta aos estímulos inflamatórios sinalizados à medula óssea durante o 

estresse ou infecção, formas de neutrófilos menos maduras podem entrar na 

circulação. Isso é conhecido como desvio à esquerda, que é definido como uma 

proporção elevada de granulócitos imaturos/totais ou uma contagem elevada da 

neutrófilos bastonetes (CORNBLEET, 2002; PARK et al., 2011). 

A contagem de granulócitos imaturos (IGs) refere-se à soma de promielócitos, 

mielócitos e metamielócitos que amadurecem junto com a série mieloide a partir de 

células-tronco multipotentes localizadas na medula óssea (INCIR; KANT CALTI; 

PALAOGLU, 2020). Esse parâmetro é expresso como contagem absoluta de células 

e como porcentagem dos leucócitos. 

A quantificação de IGs na contagem diferencial apesar de ser ainda 

considerada útil, especialmente em pacientes leucopênicos, é um teste demorado e 

trabalhoso. Portanto, é necessária uma seleção cuidadosa do paciente (WILE et al., 

2001). Atualmente, pode-se utilizar analisadores hematológicos automatizados. Eles 

permitem a quantificação simples, rápida e barata dos IGs como um marcador da 

atividade da medula óssea, sem a necessidade de coleta de amostras de sangue 

extras (VAN DER GEEST et al., 2014). 

Nos analisadores ADVIA (Siemens), uma estimativa da porcentagem de IGs é 

fornecida subtraindo a porcentagem de células polimorfonucleares (PMN) da soma da 

porcentagem de neutrófilos e porcentagem de eosinófilos. Se o resultado for igual ou 

maior que 5%, a flag para IGs é acionada. 
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 [(% NEUT +% EOS) -% PMN] ≥5,0% 

Os valores padrão de acionamento das flags de acordo com os níveis de 

gravidade são: 

+ [(%NEUT + %EOS) - %PMN] = 5.0% a 7.4% 

++ [(%NEUT + %EOS) - %PMN] = 7.5% a 10.0% 

+++ [(%NEUT + %EOS) - %PMN] > 10.0% 

 

Nos analisadores Sysmex XE-2100, a medição IGs (incluindo promielócitos, 

mielócitos e metamielócitos, mas não bastonetes ou blastos), é realizada no canal 

diferencial. As membranas de leucócitos maduros são rompidas por um agente de 

lise, deixando os núcleos “nus”, enquanto as células mieloides imaturas com baixo 

teor de lipídios na membrana permanecem intactas. A permeabilidade aumentada dos 

leucócitos permite a entrada de corante de polimetina com alta afinidade para o ácido 

nucléico. Posteriormente, as células são analisadas por meio da fluorescência dos 

ácidos nucleicos e side scatter. A vantagem desses analisadores é o fornecimento de 

uma contagem de IGs absoluta e diferencial e não apenas a presença de flags. 

Na série XN-9000 da Sysmex utiliza-se o canal XN-DIFF, com a análise 

realizada por meio de citometria de fluxo fluorescente e o novo método SAFLAS 

(Sysmex Adaptive Flagging Algorithm based on Shape-recognition). Ele baseia-se na 

discriminação linear de agrupamentos de células no diagrama de dispersão WDF 

(WBC differential fluorescence) usando a forma e o posicionamento de diferentes 

populações de células mononucleares (SYSMEX AMERICA INC., 2016) (Fig. 13). 

Em 1994, ARDRON; WESTENGARD & DUTCHER demonstraram que 

precursores de granulócitos menos maduros foram relatados como preditores 

melhores de infecção do que as contagens de bastonetes. Embora os mecanismos 

de sua regulação não serem completamente elucidados, estudos continuam a mostrar 

os IGs como um novo parâmetro preditivo para detectar a inflamação ou infecções 

bacterianas (HENRIOT et al., 2017; UEDA; KONDO; KELSOE, 2005).  

AYRES; SGNAOLIN & MUNHOZ (2019) demonstraram que IG% <2,0% são 

úteis na exclusão do diagnóstico de sepse com especificidade alta (90,9%). Já INCIR; 

KANT CALTI & PALAOGLU (2020) evidenciaram que a combinação de IGs, C-

reactive protein (CRP) e outros indicadores inflamatórios do hemograma pode ajudar 
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a detectar pacientes que estão na fase aguda de resposta à uma infecção ou 

inflamação.  

 

Figura 13 - Clusters formados pelas células sanguíneas, utilizando a metodologia 
SAFLAS. 

 
Fonte: SYSMEX AMERICA INC. (2016, p. 04) 

Recentemente, (HUANG et al., 2019) investigaram a relação entre IG% e a 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) em pacientes com pancreatite 

aguda (PA). Eles encontraram que a combinação do escore de avaliação de gravidade 

de doença APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), e IG% foi 

considerada o método ideal para prever SDRA entre pacientes com PA, 

demonstrando a diversidade de usos do parâmetro. 

Os pacientes com AF frequentemente apresentam episódios infecciosos devido 

aos processos de vasculopatia e vaso-oclusão (NUZZO; FONSECA, 2004). 

Adicionalmente, já é bem documentado na literatura que crianças portadoras da 

doença possuem um risco aumentado de infecções bacterianas invasivas, 

particularmente de organismos encapsulados como Streptococcus pneumoniae e 

Haemophilus influenzae tipo b (MCGANN; HERNANDEZ; WARE, 2017; PEARSON, 

1977). 
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O baço desempenha um papel fundamental no aumento da suscetibilidade a 

certas infecções bacterianas (CANNAS; MERAZGA; VIROT, 2019). A partir de 

episódios repetidos de falcização e dano isquêmico, o baço de indivíduos com DF 

encolhe a um pequeno remanescente e eles tornam-se asplênicos. A formação 

prejudicada de anticorpos e a decorrente opsonização deficiente devido a um defeito 

na via alternativa do complemento foi demonstrada por JOHNSTON; NEWMAN & 

STRUTH (1973). Adicionalmente, as lesões contínuas ao intestino e ossos devido a 

CVOs repetitivas somadas à i) saturação do sistema macrofágico por produtos de 

degradação dos eritrócitos da hemólise crônica e ii) disfunção esplênica e hepática 

subjacente, predispõem a infecções por salmonela (ONWUBALILI, 1983). Crianças 

com menos de cinco anos de idade apresentam maior risco de meningite e septicemia, 

enquanto a osteomielite por salmonela é provavelmente comum a todas as faixas 

etárias (MAAKARON; TAHER, 2021; ONWUBALILI, 1983).  

LOBO et al. (2014) desenvolveram um estudo com crianças cariocas 

portadoras de DF nascidas entre 2000 e 2010. Os autores encontraram uma elevada 

presença de processos infecciosos na amostra estudada, sendo que a causa de 31% 

das mortes foi sepse. Similarmente, SABARENSE et al. (2015) acompanharam 2.576 

crianças com DF em Minas Gerais nascidas entre 1998 e 2012 e constataram que 

45% das mortes ocorreram devido a infecções.       

 

2.7 Adesão ao Tratamento 
  

 De acordo com a OMS, a adesão ao tratamento compreende diversos 

comportamentos relacionados à saúde, que vão além de somente o uso dos 

medicamentos prescritos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). O conceito 

descrito por REZENDE (2011) a define como “O comportamento de um paciente 

diante das recomendações médicas ou de outros profissionais de saúde quanto ao 

uso de medicamentos, adoção de dietas ou mudanças do estilo de vida”.  

O manejo de doenças crônicas geralmente requer um plano de cuidados de 

longo prazo, que é fundamental para alcançar melhores resultados, qualidade de vida 

e boa relação custo-benefício (HAMINE et al., 2015; VISWANATHAN et al., 2012). A 

OMS estima que a não adesão aos tratamentos de longo prazo na população geral é 

de aproximadamente 50% (HAYNES et al., 2002; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 
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2003). No caso de pacientes com AF, a administração diária correta da HU é 

determinante no tratamento.  

No Brasil, estudos com representatividade nacional sobre a prevalência de 

baixa adesão em portadores de doenças crônicas são escassos. Em geral, as 

publicações utilizam amostras locais/regionais, subgrupos populacionais ou focam em 

doenças crônicas específicas. De acordo com um estudo produzido por (TAVARES et 

al. (2016), a prevalência de baixa adesão ao tratamento medicamentoso para doenças 

crônicas no Brasil foi de 30,8%. A baixa adesão se mostrou maior em indivíduos mais 

jovens (20-39 anos). Já DIMATTEO (2004), identificou que a adesão ao tratamento 

parece ser um desafio maior para adolescentes com doenças crônicas em 

comparação com crianças e adultos (HANGHØJ; BOISEN, 2014). 

Apesar dos resultados positivos trazidos pela HU, ela permanece subutilizada 

pelos pacientes e provedores (BRANDOW; PANEPINTO, 2010). O desenvolvimento 

de estudos que buscam a criação de intervenções acerca da não adesão ao 

tratamento com HU estão aumentando (LOISELLE et al., 2016). Contudo, quando 

comparados aos trabalhos dedicados a outras doenças crônicas, os estudos que 

teorizam sobre a adesão nas DFs ainda estão sub-representados (HODGES et al., 

2020). 

As múltiplas causas para a não adesão ao tratamento podem ser divididas em 

intencionais e não intencionais. O abandono não intencional caracteriza-se quando 

fatores que estão fora do domínio do paciente o impedem de seguir o tratamento 

proposto, como a falta de compreensão ou recordação das instruções ou não tomar 

os medicamentos por esquecimento (CONTE et al., 2015; NATIONAL INSTITUTE 

FOR HEALTH AND CLINICAL EXCELLENCE, 2009). Esses aspectos descritos são 

multifatoriais, derivando da doença (esquema terapêutico, efeitos adversos dos 

medicamentos e cronicidade da doença), do paciente (dificuldades financeiras, 

polifarmácia), do sistema de saúde (dificuldade de acesso ao fármaco, inadequação 

da relação médico-paciente e orientações confusas), e de nuances sociais e culturais 

(suporte social e familiar) (GIROTTO et al., 2013; SGNAOLIN; FIGUEIREDO, 2012; 

TAVARES et al., 2016).  

A não-adesão intencional coloca os pacientes como atores principais na 

tomada de decisões referentes ao seu tratamento, podendo aderir, modificar ou 

desconsiderar as instruções dadas pelos profissionais de saúde (LEHANE; 

MCCARTHY, 2007). Os fatores subjacentes às suas decisões variam desde a 
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experiência de efeitos adversos (HANGHØJ; BOISEN, 2014) até suas percepções da 

necessidade do tratamento prescrito (LEMAY et al., 2018). 

Os conceitos de não adesão “intencional” e “não intencional” referentes 

especificamente a DFs não são facilmente encontrados na literatura atual. Essa 

lacuna contribui para um eufemismo a respeito da complexidade da tomada de 

decisões sobre aderir ou não a um regime de HU (HODGES et al., 2020). 

LOISELLE et al. (2016) constataram que as taxas médias de adesão à terapia 

medicamentosa em crianças com DF são de 55-74%. Segundo o Modelo Pediátrico 

de Autogestão (Pediatric Self- Management Model) os fatores que interferem sobre  

os comportamentos de adesão e autogestão da terapia medicamentosa em crianças 

se estabelecem em múltiplos níveis (MODI et al., 2012; SHIH; COHEN, 2020).  

Dentre as barreiras enfrentadas pelos pacientes pediátricos, especialmente 

para as crianças mais jovens, encontra-se a dificuldade em engolir comprimidos. A 

falta de conhecimento dos cuidadores também é frequentemente citada como grande 

influência na baixa adesão, podendo se manifestar de diversas formas, como 

interrupção prematura da administração do fármaco porque os sintomas da doença 

não são aparentes e a dosagem incorreta (LOISELLE et al., 2016; OYEKU et al., 2013; 

WALSH et al., 2014).  

Adicionalmente, quanto mais a idade se aproxima da adolescência há uma 

piora na adesão, fator comumente encontrado em outras condições crônicas 

(HANGHØJ; BOISEN, 2014; LOISELLE et al., 2016). Por mais que o esquecimento 

seja considerado o fator mais impactante para a não adesão nesses indivíduos 

(BADAWY; THOMPSON; LIEM, 2016), conflitos familiares e déficits de conhecimento 

ao fazer a transição para uma autogestão mais independente e relações sociais 

também interferem no tratamento (HANGHØJ; BOISEN, 2014; MODI et al., 2012). 

BADAWY et al. (2017) identificaram que pacientes com baixa adesão relataram taxas 

mais elevadas de isolamento social. Similarmente, no estudo de THORNBURG et al. 

(2010), as famílias de crianças/adolescentes com AF apontaram o apoio social como 

um facilitador da administração regular de HU (SHIH; COHEN, 2020), já que uma das 

maiores barreiras ao tratamento é o sentimento de diferença e o desejo de 

normalidade (HOEGY et al., 2020).  

A literatura também constata que interações negativas com profissionais da 

saúde possuem impacto na adesão ao tratamento. A não obtenção do apoio 

adequado de profissionais de saúde parece estar relacionado especialmente à má 
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comunicação com os médicos, discriminação racial, étnica e socioeconômica 

(HANGHØJ; BOISEN, 2014; HAYWOOD et al., 2014). Dentre os 273 pacientes com 

DF investigados por HAYWOOD et al. (2014), aqueles que relataram experiências de 

discriminação no sistema de saúde foram 53% mais propensos a também relatar não 

adesão ao tratamento. 

Assim como em crianças e adolescentes, o envolvimento cada vez maior de 

médicos na atenção primária melhora o bem-estar dos adultos com DF (ADAMS-

GRAVES; BRONTE-JORDAN, 2016). No estudo desenvolvido por HODGES et al. 

(2020), o abandono intencional foi menos frequente do que o não intencional entre os 

participantes (70% e 30%, respectivamente), sugerindo que a maioria das barreiras à 

adesão não são resultantes de uma tomada de decisão consciente por parte do 

paciente.  

As razões mais comuns ao abandono intencional incluem a aversão a tomar 

qualquer medicamento, incertezas quanto à eficácia da HU, percepção de que a HU 

causa mais resultados negativos relacionados à DF e repulsa aos efeitos adversos do 

medicamento (BRANDOW; PANEPINTO, 2010; HODGES et al., 2020). Já alguns 

motivos por trás do abandono não intencional do tratamento parecem ser comuns a 

todas as faixas etárias. A expressiva maioria dos relatos recaem no esquecimento de 

tomar o medicamento (HODGES et al., 2020). A dificuldade de acesso ao sistema de 

saúde decorrente de moradias rurais ou distantes dos centros de atendimento também 

já foram descritas na literatura (TELFAIR et al., 2003), assim como o difícil manejo da 

doença em famílias de baixa renda (HILL, 1994; MADANI et al., 2018). 

Adicionalmente, alguns pacientes apontam a complexidade de um regime de 

tratamento com múltiplos fármacos como um fator que contribui para o esquecimento 

de tomar HU (HODGES et al., 2020; MARCUM; GELLAD, 2012). Embora não haja um 

consenso geral, a OMS adota que a polifarmácia é definida como o uso simultâneo de 

quatro fármacos (ISMP, 2018). Em 2012, COLEMAN et al. realizaram uma meta-

regressão multivariada e constataram que regimes de dosagem de duas, três e quatro 

vezes ao dia tiveram taxas de adesão médias significativamente menores em 

comparação com os regimes de única dose. O modelo proposto por MARCUM & 

GELLAD (2012) explora as vias potenciais da influência da polifarmácia para a não 

adesão a fármacos, onde ela é potencialmente mediada por diversos fatores que 

envolvem o paciente, o sistema de saúde/provedor do medicamento (Fig. 14).  
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Figura 14 - Modelo conceitual do efeito de diferentes fatores na adesão a fármacos 

 

 

Fonte: Adaptado de MARCUM & GELLAD (2012, p. 05). Traduzido pelo autor. 

 

A verificação da adesão em tratamentos crônicos pode ser realizada de 

maneira direta, a partir da avaliação de parâmetros laboratoriais e de metabólitos de 

fármacos, e de maneira indireta, como por exemplo, a partir de métodos de contagem 

de comprimidos ou de questionários autorrelatados (Teste de Morisky-Green – TMG,  

Brief Medication Questionnaire – BMQ, Simplified Medication Adherence 

Questionnaire - SMAQ), registros de retirada de medicamentos em farmácias, dentre 

outros (CONTE et al., 2015; FAUSTINO; SEID, 2010; GIROTTO et al., 2013).  

Dos parâmetros convencionais do hemograma, o VCM é reconhecido por 

muitos autores como um excelente parâmetro de avaliação direta da adesão à HU 

(BADAWY et al., 2017; BARTOLUCCI et al., 2016; KATO et al., 2018; SILVA-PINTO 
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et al., 2013). Na análise indireta, pode correlacionar-se o comportamento de adesão 

do paciente com informações fornecidas por ele próprio, ou estimá-la, como na 

contagem de comprimidos e registro de dispensação. Na contagem manual de 

comprimidos se verifica a quantidade de comprimidos utilizada pelo paciente em um 

determinado intervalo de tempo e a quantidade que deveria ter sido utilizada neste 

intervalo. Já no controle de dispensação, pode-se obter a Medication possession ratio 

(MPR) e a Proportion of days covered (PDC) que indicam a proporção do período em 

que a quantidade de medicamento disponibilizada abarca e o número de dias que o 

paciente está coberto pelo fármaco em relação ao número total de dias no período, 

respectivamente. 

Cada método indireto possui vantagens e limitações próprias. Questionários 

auto-relatados possuem menor custo  e são fáceis de usar, contudo podem 

superestimar a adesão do paciente ser influenciado por recall bias (quando os 

participantes não se lembram de eventos ou experiências anteriores com precisão ou 

omitem detalhes). A contagem de comprimidos e o registro de dispensação são de 

simples utilização, porém não garantem a ingesta do medicamento (ANGHEL; 

FARCAS; OPREAN, 2019).  

     Embora não haja consenso na literatura, para ser considerado aderente ao 

tratamento, o paciente precisa ter utilizado no mínimo 80% da quantidade prescrita 

para o intervalo de tempo (LEE et al., 1996). A adesão moderada foi definida como a 

administração dos medicamentos prescritos   entre 60% e 80% e a baixa adesão 

quando esta for menor do que 60% (WALSH et al., 2014). Todavia, deve-se realçar 

que em muitos casos esse número é apenas arbitrário. Adesão inferior a 80% pode 

ser suficiente para o sucesso de certos tratamentos, mas às vezes, uma maior taxa 

de adesão é necessária para garantir resultados ideais. Para o tratamento de HIV, por 

exemplo, considera-se tradicionalmente 95% como o nível mínimo de adesão 

necessário para o paciente ser considerado aderente ao tratamento (PATERSON et 

al., 2002). 

No Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), a HU é dispensada após as 

consultas regulares com o hematologista. No momento da dispensação é 

contabilizado o intervalo de tempo até a próxima consulta, para que o paciente receba 

o número adequado de medicamentos para todo o período. Quando o paciente retorna 

para nova dispensação é questionada a quantidade de medicamento que ele ainda 
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dispõe e essa informação ratifica a adequada identificação do perfil de adesão do 

paciente junto aos registros de dispensação realizados na Farmácia. 

A HU é integrada ao grupo de medicamentos que compõem a Política Nacional 

de Assistência Farmacêutica (PNAF). Portanto, o acesso a ela se dá por meio do 

Componente Especializado da Assistência Farmacêutica (Ceaf) de acordo com os 

critérios definidos no Protocolo   Clínico   e   Diretrizes Terapêuticas da Doença 

Falciforme publicado pelo Ministério da Saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE. 

SECRETARIA DE CIÊNCIA, TECNOLOGIA, 2020; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018).  

O acesso a medicamentos é um dos grandes desafios das políticas de saúde, 

especialmente para doenças crônicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). A 

Pesquisa Nacional sobre Acesso, Utilização e Promoção do Uso Racional de 

Medicamentos (PNAUM) foi um marco no Brasil como a primeira investigação de 

âmbito nacional com foco no acesso e utilização de medicamentos, caracterizando a 

organização dos serviços de assistência farmacêutica na Atenção Básica do SUS 

(ÁLVARES et al., 2017). Os dados coletados serviram de base para inúmeros estudos 

subsequentes, onde baixa adesão em doenças crônicas foi associada a perfis de 

pacientes que devido à região demográfica ou a tratamentos não inteiramente 

gratuitos, possuíam dificuldades de acesso ao tratamento (TAVARES et al., 2016). A 

disponibilidade do medicamento de forma acessível ou gratuita ao usuário impacta 

positivamente para o comprometimento do paciente com o tratamento. Portanto, 

irregularidades em sua distribuição contribuem para o abandono não intencional 

(FRITZEN; MOTTER; PANIZ, 2017; TAVARES et al., 2016).  

Usualmente, pacientes com DF que tem menor adesão necessitam de 

atendimentos em emergências com maior frequência e internações mais longas 

(BADAWY et al., 2018).  Em decorrência das diversas complicações associadas ao 

desenvolvimento da patologia e do monitoramento da adesão destes pacientes, 

exprime-se a necessidade do acompanhamento regular dos mesmos com o apoio de 

equipes multidisciplinares. O uso correto da HU conduz à estabilidade do paciente, 

diminuindo a frequência de crises agudas e internações hospitalares, melhorando a 

qualidade de vida desses indivíduos e atenuando o custo do tratamento. 
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4. JUSTIFICATIVA 
  

 A Anemia Falciforme é a doença hereditária monogênica mais comum no 

Brasil, possuindo altos índices de morbimortalidade. Ela é caracterizada por 

fenômenos inflamatórios crônicos (tais como crises hemolíticas e lesões progressivas 

dos tecidos e órgãos) exacerbados por episódios agudos de falcização, dor óssea e 

vaso-oclusão. Em decorrência das diversas complicações associadas ao 

desenvolvimento da patologia e do monitoramento da adesão ao tratamento (HU) 

destes pacientes, exprime-se a necessidade do acompanhamento regular dos 

pacientes com o apoio de equipes multidisciplinares. A identificação da doença em 

seu estágio inicial e seus fatores de risco, assim como o encaminhamento ágil e 

apropriado para o atendimento especializado, são essenciais para um melhor 

resultado terapêutico. A alta taxa de desinformação sobre a doença, por parte dos 

pacientes, é atribuída ao seu baixo nível socioeconômico e de escolaridade, afetando 

diretamente sua adesão e sendo associada a um pior prognóstico. O uso correto da 

HU conduz à estabilidade do paciente, diminuindo a frequência de crises agudas e 

internações hospitalares, melhorando a qualidade de vida desses indivíduos e 

atenuando o custo do tratamento. 

Este estudo procura analisar os resultados de novos parâmetros hematológicos 

(parâmetros avançados do hemograma - PCAs) que sinalizem, em tempo real, as 

condições medulares e sanguíneas de pacientes portadores de AF e verificar a sua 

possível utilidade clínica na avaliação da adesão à HU. Assim, novos parâmetros 

poderão ser inseridos no acompanhamento dos pacientes, colaborando na 

identificação daqueles com má adesão, a fim de indicar a necessidade de 

intervenções para fidelização ao tratamento. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 
 

Verificar a utilidade dos parâmetros clínicos avançados do hemograma (PCAs) 

como avaliação da adesão à hidroxiureia (HU) em pacientes portadores de Anemia 

Falciforme. 

 

5.2 – Objetivos específicos 
 

Em pacientes portadores de AF: 

● Verificar o perfil demográfico, a polifarmácia e os parâmetros hematológicos 

dos pacientes; 

● Avaliar a adesão à HU por meio de método direto (volume eritrocitário 

corpuscular médio) e método indireto (registro de retirada de 

comprimidos/adesão autorrelatada); 

● Comparar os dois métodos (direto e indireto) para medida de adesão à HU em 

pacientes portadores de AF; 

● Comparar os resultados obtidos entre os distintos métodos de avaliação da 

adesão com os PCAs (RET-He, NRBC e IRF, IPF e PLT-F, IG); 

● Verificar a associação entre os parâmetros hematológicos clássicos e adesão 

à HU 

● Verificar a associação entre adesão à HU e variáveis demográficas; 

● Verificar a associação entre dose e adesão à HU; 

● Verificar a associação entre frequência de uso e adesão à HU; 

● Verificar a associação entre efeitos adversos e adesão à HU; 

● Estabelecer um ponto de corte para os parâmetros hematológicos associados 

à adesão. 
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ABSTRACT 
 

Objectives: Given the complex pathology of sickle cell anemia (SCA) and low 
adherence to Hydroxyurea (HU) treatment, there is a need to seek parameters that 
identify recent changes in patient status. The Advanced Clinical Parameters (ACPs) 
allow an early analysis of hematopoiesis. We aimed to draw the demographic profile 
of non-adherent SCA patients and to verify the use of ACPs as a measure of HU 
treatment adherence.  
Method: In a cross-sectional study, we divided 83 SCA subjects treated with HU into 
Children (<12 years old) and Adolescents/Adults (≥12 years old). Their hemogram with 
the PCAs, electronic medical charts and pharmacy claim data were analyzed. 
Results: Non-adherent ≥ 12 years old patients had significantly increased WBC, 
absolute neutrophil, lymphocyte, monocyte, and basophil counts, RBC, RET, RDW, 
and PLT, and significantly decreased VCM and HCM. Subjects in the Adolescent/Adult 
group with IG† ≥ 0.035 cells/mm3 had the RR for non-adherence increased by 4.6 
times (p=0.014), and the systemic immune inflammation index (SII) of non-adherent 
patients was also significantly higher (p=0.042).  
Conclusion: IG† presents clinical utility in early identification of non-adherence to HU, 
especially when combined with other parameters, suggesting the evaluation of ACPs 
in laboratory routine, as they can be easily implemented. 
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Introduction 

 

Sickle cell disease (SCD) is a group of inherited hemoglobin (Hb) disorders that 

affects the shape and function of red blood cells (RBC) (1). They were first described 

by Herrick in 1910 (2) and are caused by abnormal beta-globin alleles carrying the 

sickle mutation on the HBB gene (Glu6Val, βS). The incidence of SCD varies by 

country, race, and ethnicity and amounts to approximately 3.2 million cases worldwide 

and 300,000 births every year (3,4). 

The most common and severe disease form is Sickle Cell Anemia (SCA), 

characterized by homozygosity for the mutated Hb variant - HbS. Intraerythrocytic 

deoxygenation in tissues with high oxygen demand prompts intracellular HbS 

polymerization, disrupting cell architecture and flexibility (1,5,6). The damaged 

erythrocytes display flawed rheologic features and expression of adhesion molecules. 

It leads to hemolytic anemia and cycles of microvascular vaso-occlusion, resulting in 

repeated organ ischemia-reperfusion injury  (5–7). 

Hydroxyurea (HU) is an inhibitor of the enzyme ribonucleoside diphosphate 

reductase and the only medication approved for SCD/SCA treatment. It has multiple 

physiological effects, including an increase in HbF expression and a decrease in 

platelet and white cell counts (7,8). However, despite the consequential reduction in 

morbidity/mortality and improved quality of life, the hydroxyurea adherence remains 

suboptimal (9,10). 

The etiology of chronic treatment non-adherence is multifactorial. It 

encompasses a plethora of intentional and unintentional barriers (11) and translates to 

poor outcomes and consequent additional burdens for healthcare systems (12). The 

traditional Complete Blood Count (CBC) is routinely used to monitor SCA patients; 

however, there is a need to search for innovative parameters that identify recent 

changes in patient status. The Advanced Clinical Parameters (ACPs) of the CBC 

depict an improvement in hematological automation. They allow an early analysis of 

erythropoiesis, granulopoiesis, and thrombocytopoiesis (13). Accurate estimates of 

treatment compliance assist in highlighting possible predictors and risk factors, along 

with the development of strategies/interventions to improve medication adherence. 

The aim of this study was to evaluate the ACPs as a measure of adherence to 

hydroxyurea in patients with SCA. 
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Methods 

 

Patient enrollment 

This is a single-institution cross-sectional study conducted between January 

2018 and December 2019 using a nonprobability convenience sampling methodology. 

All patients assisted at Clinicas Hospital of Porto Alegre (HCPA)/Brazil were eligible if 

they (i) had a diagnosis of SCA (HbSS) confirmed with hemoglobin electrophoresis, (ii) 

were ≥2 years old, and (iii) initiated HU at least 6 months before study entry. Our 

exclusion criteria included patients without (i) the investigated parameters in their CBC, 

(ii) self-reported adherence in their medical chart, and (iii) pharmacy claim databases. 

The selected patients were classified as children (2-11 years old) and adolescents and 

up (≥12 years old).  

This study was registered and approved by HCPA’s Research Ethics 

Committee. Informed consent was obtained from all participants and children’s legal 

guardians and all experimental procedures were performed according to the 

Declaration of Helsinki.  

 

Adherence measure and medical records review 

We evaluated HU adherence using the records on HCPA’s pharmacy claim 

database and self-reported adherence through a medical chart review. Hydroxyurea 

(500mg) was provided to patients in bottles with a hundred capsules. The days until 

the next hematological appointment were calculated and the patients were supplied 

with the correct amount of medication. When the patient returned for the follow-up and 

new prescription refilling, the Proportion of Days Covered (PDC) by the amount of 

hydroxyurea was calculated using the following formula (12,14): 

PDC = Total Days of Drug Available X 100 

Days until Follow Up 

A cut-off point of ≥80% covered days categorized the patients as being adherent 

(14). However, this method does not prove actual drug intake. Therefore, patient 

electronic medical records were reviewed to obtain their self-reported adherence 

information. If the patient PDC was ≥80%, but they claimed not to take the medication 

regularly, they were automatically lowered to the non-adherent category. 

Sociodemographic characteristics and polypharmacy data were also collected. Our 
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polypharmacy criteria followed the World Health Organization guideline as to the use 

of four or more medications at the same time by an individual (15).  

 

Laboratory data 

Peripheral venous blood specimens were collected into K2EDTA-containing 

tubes, and classic CBC parameters (WBC – white blood cells; absolute (†) and 

percentual (%) count of neutrophil (N), lymphocyte (L), monocyte (M), eosinophil (E) 

and basophil (B); RET – reticulocytes; RBC – red blood cells; Hb - haemoglobin; Htc – 

hematocrit; MCV – mean corpuscular value; MCH- mean corpuscular haemoglobin; 

MCHC - mean corpuscular hemoglobin concentration; RDW – red cell distribution 

width, PLT – platelet count; MVP – mean platelet value) and PCAs (IRF – immature 

reticulocyte fraction; IPF – immature platelet fraction;  IG – immature granulocytes, 

RET-He - Reticulocyte haemoglobin equivalent; PLT-F – fluorescent platelet count) 

were determined using a Sysmex XN-9000® blood analyzer (Sysmex Corporation, 

Kobe, Japan). All tests were performed within four hours of peripheral blood collection 

and the blood analysis was carried upon laboratory-established quality control 

procedures. If the patient had more than one CBC registered during the study period, 

the first one was selected for analysis. We additionally calculated the patient’s platelet-

lymphocyte ratio (PLR), neutrophil/lymphocyte ratio (NLR), and Systemic immune-

inflammation index (SII - platelet×neutrophil/lymphocyte counts) (16). 

 

Statistical Analysis 

All data were analyzed using SPSS Statistics® version 25.0.0.0 (IBM 

corporation, New York, NY, USA). Sample distributions were estimated using the 

Shapiro-Wilk normality test. Medians between groups were analyzed using the Mann-

Whitney U test, and variables were described as median and interquartile range. 

Pearson’s chi-square test was used for comparisons between qualitative variables.  

Pearson’s correlation coefficient and receiver-operating characteristic (ROC) 

plots were used to determine the specificity and sensitivity of significant variables as 

possible markers. The optimal cutoff point was defined using the Youden method. In 

addition, the relative risk (RR) of statistically significant variables to non-adherence 

was calculated. Correlation analyses between markers were performed using 

Spearman’s correlation coefficient. Significant differences were defined according to 

an α-value of 5% (p<0.05). 
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Results 

This study was originally comprised of 106 patients. We excluded 23 patients 

for the following reasons: six had undergone chronic transfusion in the last two months, 

seven did not have records in the pharmacy claim database, nine did not have the self-

reporting adherence in their medical chart, and one had initiated HU less than six 

months before the study. The goal sample was estimated at 34 patients, expecting to 

find a correlation between HU adherence and VCM similar to that observed in Badawy 

et al. (2017) of r=0.42 with a power of 80% and 5% significance. 

Of the remaining 83 patients, 48.19% (n=40) were male and 51.81% were 

female (n=43). 69.88% of the total sample were Black and “Pardo (brown-skinned)” 

and the remaining 30.12% were Caucasian.  They were divided into two groups: 

Children (<12 years old) and Adolescent/Adult (≥12 years old). Our primary age 

divisions did not associate with high or low adherence (p=0.428). However, when we 

stratified the subjects into multiple age categories, we found that the group 

corresponding to 12 – 18 years old was associated with nonadherence (p=0.030). All 

clinical and sociodemographic data are shown in Table 1. 

 

Children group 

In this group, the median age was four years old. Of the 27 patients, only three 

were classified as non-adherent. No sociodemographic parameters were significantly 

associated with high or low adherence (Table 1).  

Although not statistically significant (p=0.446), the median dose for the non-

adherent children was slightly higher than the adherent group dose, 25.1 mg/kg/day 

(IQR 18.2-30.3) and 22.22 mg/kg/day (IQR 18.5-26.6), respectively. The following 

classic hematological parameters, RBC (p=0.017), Hb (p=0.013) and Htc (p=0.009) 

were significantly lower in the non-adherent group (Table 2). Due to the small number 

of non-adherent children, the cutoffs resulted from the ROC curves were not analyzed.  

Additionally, we assessed possible connections between the hematological 

parameters and sociodemographic data regardless of adherence category (data not 

shown). Black/Pardo children presented higher levels of HbA2 (p=0.021) and HbSS 

(p=0.007), while displaying lower MCV (p=0.013) and MCH (p=0.017). RET-He was 

the only ACP that show a difference between groups, with Caucasian children 

exhibiting statistically significant higher levels (p=0.05). When divided into sex 
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categories, the female patients presented lower N% (p=0.028) and NLR 

(neutrophil/lymphocyte ratio, p=0.045).  

Polypharmacy was observed in 12 subjects, including two of the three non-

adherent cases. Total platelet count was lower in children displaying polypharmacy 

regardless of adherence (p=0.049). 16 children (59.3%) took HU diluted in water due 

to difficulty in swallowing the pills. Furthermore, most of children did not present drug-

related side effects to the HU treatment, and it was not related to patient adherence. 

However, the two cases that underwent drug-related side effects exhibited significantly 

lower WBC (white blood cells, p=0.026) and L† (absolute lymphocyte count, p=0.042).  

Finally, we aimed to draw possible correlations between parameters. HbA2 

showed a positive strong correlation with HbSS (r=0.759, p<0.001) and strong negative 

correlation with HbF% (r=-0.703, p<0.001). Of the PCAs, IG† (absolute immature 

granulocytes) was strongly correlated with WBC (r=0.767, p<0.001), N† (r=0.812, 

p<0.001), and M† (r=0.722, p<0.001). RET-He also presented a strong positive 

correlation with VCM (r=0.758, p<0.001) and HCM (r=0.762, p<0.001) (Supplementary 

Figure 1). 

 

Adolescent/Adults group 

The median age for the adolescent/adult group was 33 years old. Black and 

“Pardo” patients were more adherent to treatment (p=0.017), with Caucasian 

adolescents/adults presenting a relative risk (RR) of 3.65 to being non-adherent (Table 

5). Patients displaying drug-related side effects had significantly lower adherence 

(p=0.002) with an RR of 5.0. Surprisingly, patients in the use of polypharmacy exhibited 

higher HbF% levels (p=0.027, regardless of adherence category), and higher 

adherence rate (p=0.047) with a RR of non-adherence 66% lower. Polypharmacy was 

not related to school years (p=0.257). Distance to the hospital and marital status were 

not significant for treatment adherence (Table 1). 

Female patients presented lower levels of HbA (p=0.022), and Caucasian 

patients exhibited higher M† (p=0.032) regardless of adherence category. Cases 

displaying drug-related side effects had significantly higher RDW (p=0.039) and higher 

pill count/day (p=0.035) (Data not shown).   

Table 3 shows the hematological and HU parameters for the Adolescent/Adult 

group. Despite not significant, similarly to the children group, adolescents/adults with 

low adherence rates also were under higher HU doses (Table 3). Non-adherent 
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patients had significantly higher levels of WBC, N†, L†, M†, B†, RBC, RDW, PLT, and 

RET and lower MCV and MCH. The absolute immature granulocyte count (IG†) was 

the only PCA to present statistical significance between groups, with higher levels in 

cases with low adherence rates (p=0.008). We also assessed the SII (a composite 

indicator integrating platelet, neutrophil, and lymphocyte counts) of patients, and it was 

significantly higher in low adherence subjects (p=0.042). 

Figure 1 shows the established cutoffs for the significant parameters in addition 

to their ROC curves. The higher AUCs were WBC (0.824), MCV (0.820), M† (0.816) 

and MCH (0.813). Except for MCV and MCH, values equal to or higher than the cutoff   

predicted low treatment adherence. SII presented the highest RR for low-adherence, 

9.3 times for cases with SII≥394.41. Patients with MCV≤96.7 (fL) have the RR of low 

adherence increased 9.1 times. As for cases with an IG† ≥ 0.035 (cells/mm3), the RR 

is increased by 4.6 times (Table 5).  

Table 4 shows the accuracy diagnostic of the CBC parameters. L†, B†, and 

HCM displayed 100.0% sensibility, and RBC exhibited the highest specificity (97.8%). 

WBC showed the highest combined sensitivity and specificity, 80.0% and 87.0%, 

respectively, and IG# presented sensibility of 70.0% and specificity of 75.0%. All 

parameters demonstrated a higher negative predictive value (NPV >88.2%) with lower 

positive predictive value (PPV: 28.6% to 80.0%). RBC showed the highest accuracy 

(87.5%) and highest combined NPV and PPV (88.2% and 80.0%, respectively). 

Pearson’s correlation test showed a strong negative correlation between HbF% 

and both HbA2 (r=-0.811, p<0.001) and HbSS (r=-0.798, p<0.001). IG† strongly 

correlated with WBC (r=0.773, p<0.001), and N† (r=0.737, p<0.001) and RET-He had 

a strong positive correlation with MCH (r=0.720, p<0.001) and moderate with MCV 

(r=0.673, p<0.001), and MCHC (r=0.643, p<0.001). In the platelet parameters, IPF 

showed strong positive correlation with MVP (r=0.773, p<0.001) and PLT-F strongly 

correlated with PLT (r=0.986, p<0.001) (Supplementary Figure 1). 

 

Discussion 

It has been decades since the identification of HU benefits on HbF production 

(18), erythrocytes rheological properties (19), pain reduction (20), and overall 

improvement in quality of life (8). According to the World Health Organization, the non-

adherence to long-term treatments in the general population is approximately 50% 
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(21), and monitoring of patient adherence is pivotal for planning interventions and 

policy-making (22).  

Our sample population had an overall medication adherence rate of 84%, similar 

to that found by Inoue et al. (2016) in a feasibility study (24). The authors conducted a 

study using an electronic medication container device to track adherence and showed 

that the median adherence rate for the 12 patients evaluated was 85%. Even as 

caucasians account for 76.7% of the population in southern Brazil (24), our patients 

were majorly black/pardo (70%), evidencing the disease’s ties to ethnicity. 

Furthermore, similarly to a previous review study regarding medication adherence 

among pediatric patients with SCD and a model of pediatric self-management that 

found poor adherence in adolescents with SCD (25,26), we identified significantly 

lower adherence in the 12-18 age category (p=0.030). Forgetfulness, supportiveness 

of peer relationships, and shifts in treatment dynamics are common barriers for 

chronically ill adolescents (27). 

Following national guidelines for HU dosage (28), the initial recommended 

dosing was 15 mg/kg/day based on the patient’s actual or ideal weight, whichever was 

lower. The dose was increased five mg/kg/day every four weeks, and patients were 

monitored for CBC parameters and drug-related side effects according to Brazilian 

protocols (28). Eighty-one patients were under the maximum tolerated dose (MTD) for 

hydroxyurea (35 mg/kg/day). The two patients with HU over the MTD (39 mg/kg/day 

and 44.4 mg/kg/day) were in the adolescent/adult group and did not have any clarifying 

information in their medical charts regarding the dosage. 

The difficulty to differentiate between treatment inefficacy and non-adherence is 

among the many challenges associated with HU treatment. There is a wide interpatient 

pharmacokinetic-pharmacodynamic (PK-PD) variability due to different genetic, 

metabolic, and physiological profiles. It can affect patient’s MTD and possibly result in 

underdosing, or overdosing (29) .   

We observed only three cases (11.11%) of low adherence in the children group. 

Rates of medication adherence in the pediatric population are variable and pose 

unique challenges (30). Whether or not a child receives their prescribed therapy 

depends not only on themselves but also on the parent/caregiver, who is often 

responsible for giving the medication. In our pediatric sample, we found high 

compliance of parents regarding the treatment of their child. According to our research, 

electronic charts of children were more in-depth when compared to the 
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adolescent/adult group. This finding might be associated with the parents’ behavior of 

worrying more about their children’s health than their own. 

Non-adherent children presented significantly lower erythrocyte parameters 

RBC, Hb, and Htc. Discontinuing the HU treatment may activate the bone marrow. 

However, our unexpected findings regarding this group are either suggestive of a 

possible hemolysis rise, as previous studies have shown the beneficial effects of HU 

on intravascular hemolysis markers in SCA patients (31,32), or it resulted from our 

small number of non-adherent cases. Furthermore, black and pardo children presented 

higher HbA2 and HbSS, and lower MCV, MCH and Ret-He. A study researched 

hematologic differences between african-americans and Caucasians, and found that 

african-americans exhibited lower MCV (33). However, no other studies are 

investigating this parameter in SCA or SCD patients, regarding CBC differences 

related to ethnicities. In addition, the higher HbA2 and HbSS might promote less cell 

hydration and impact the lower MCV, MCH, and Ret-He. The lower NLR exhibited by 

girls will require further research. To our best knowledge, there is no recording of 

difference in hematological parameters in children solely based on sex. Therefore, 

studies with larger pediatric samples are required. 

Only two children (7.41%) presented drug-related side effects to the medication. 

One child exhibited stomachache upon taking the HU, and the other experienced hair 

loss. Gastrointestinal issues are common HU drug-related side effects (34), and, 

although more unusual, the hair loss appeared to be transient. These two children also 

had lower WBC and L†. However, since there are only two cases, it is not 

recommended to make assumptions about possible connections.  

Of the 27 children, 16 (59.3%) took HU diluted in water due to age and difficulty 

swallowing pills. The liquid and capsule formulations of HU are bioequivalent (35). 

However, the correct preparation of the solution relies on the parents/caregivers and 

the HU adherence of the children is directly connected to the parents' compliance with 

treatment. Overall, HU was well tolerated among our pediatric patients, and our sample 

exhibited high adherence rates.  

The adolescent/adult group was composed of 56 individuals, with 31 women 

and 25 men. Like our children group, the dose of non-adherent patients was higher 

when compared to high adherence patients (25.00 mg/kg/day and 21.50 mg/kg/day, 

respectively). In addition, the negative impact of drug-related side effects on patient 

adherence has been previously described (36). Of the ten non-adherent patients, four 



98 
 

exhibited gastrointestinal discomfort upon taking HU. It is one of the most commonly 

reported clinical drug-related side effects of HU therapy (34) and highly impacted 

adherence rates. Surprisingly, polypharmacy was higher in adherent patients. We 

believe this finding may be a result of comprehending disease severity or more contact 

with the healthcare system. 

Our non-adherent patients presented significantly higher RBC counts, 

reticulocytes, and RDW, alongside lower MCV and MCH. The high erythrocyte count 

may be related to more active bone marrow. These patients are not taking HU 

regularly, and this behavior might dampen its decreasing effect on bone marrow 

function. These results also indicate that the erythrocytes are less hydrated and 

emphasize the anisocytosis due to the probable presence of more sickling cells. 

Furthermore, their higher platelet count  may predispose them to pulmonary arterial 

hypertension due to in situ thrombosis promotion (37).  

The immune system of adolescent/adult non-adherent patients also seems to 

be more active and may be evidence of the inflammatory traits of the disease. The 

higher WBC count might also represent greater disease severity, as high leukocyte 

counts are a risk factor for acute chest syndrome (ACS) and hemorrhagic stroke 

(38,39). Our results further support the claim that innate immune cells are protagonists 

of SCD pathophysiology (40). It is known that HU reduces neutrophil count and lowers 

the expression of adhesion markers on these cells (41); therefore, the medication’s 

irregular use possibly increases its production and activation.   

Additionally, our findings of significantly lower absolute monocyte, lymphocyte, 

and basophil counts in adherent patients(p=0.002, p=0.042, and p=0.006, 

respectively) are further evidence of HU’s effect on dampening the bone marrow. 

Wongtong et al. (2015) found a correlation between absolute monocyte count and 

hemoglobin in SCD patients (42). However, we did not observe the same in our 

population. As evidence of the inflammatory effects promoted by HU intermittent 

taking, non-adherent patients also presented a significantly higher systemic immune-

inflammation index (SII). This finding may indicate a perpetuating chronic inflammatory 

state affecting blood flow and leading to vaso-occlusive crisis and other complications 

such as leg ulcers, autosplenectomy, nephropathy, pulmonary hypertension, and 

stroke (43).    

The IG† count was the only ACP to differ in adherent and non-adherent patients 

from the adolescent/adult group (p=0.008). This parameter has been studied for sepsis 
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prediction in a plethora of situations (44,45). In our study, it exhibited a prediction of 

non-adherence above the cutoff value of 0.04 cells/mm3 with a sensibility of 70.0% 

and specificity of 75.0%.  The NPV of 91.7% indicates a high probability of identifying 

adherent patients when the IG count is under the cutoff. Lower levels of HU may 

stimulate the bone marrow and emphasize the inflammatory nature of SCA, promoting 

recruitment into the circulation of immature neutrophils. 

HbF and MCV are currently in use for assessing adherence, both of which 

increase with HU treatment. Given the sickle cell lifespan of 31.9 days (ranging from 

14.1 to 53.6 days) (46), it can take several weeks for these biomarkers to reflect 

adherence changes. It impacts clinical decisions regarding patient adherence and 

rightful dosage, as it becomes difficult to differentiate between treatment inefficacy and 

non-adherence. This indicates a need for biomarkers that provide early information 

about patient status. 

It is logical to pursue the identification and implementation of clinically valuable 

parameters. The presence of IG in the peripheral blood of non-pregnant individuals 

may indicate a stimulus to the bone marrow, such as a response to infection or 

inflammation. The relatively short lifespan of immature granulocytes in circulation 

(even if prolonged when compared to mature ones) (47) grants the IG† count 

advantage over the traditionally used parameters (HbF and MCV). The early detection 

of changes in IG counts may improve patient care by assisting in earlier poor 

adherence detection and possibly complement the already stablished biomarkers on 

treatment intervention. Additionally, the SII presented the highest RR for low-

adherence, 9.3 times for cases with SII≥394.41 (p=0.028). The significant IG† and SII 

findings indicate a higher systemic inflammation in non-adherent adolescent/adult 

patients. Therefore, our study suggests that these parameters can support adherence 

monitoring in SCA patients, especially if combined.  

The majority of SCD/SCA patients have low education and socioeconomic 

levels (48,49). It may lead to misinformation concerning the disease, directly affecting 

their adherence, and associating with a worse prognosis. Hydroxyurea treatment can 

reduce the disease’s clinical symptoms and allows them a higher quality of life. 

Therefore, the discovering of new hematological parameters is paramount. The ACPs 

are available in a variety of analyzers, and their use remains suboptimal. Research to 

further extend their usability is necessary to meet market demands and support cost-

effective patient care. 
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The findings of this study have to be seen in the light of some limitations and 

challenges. Our research was faced with limited access to data. We depended on the 

previously recorded clinical information, and it led to the exclusion of several patients. 

Our children group presented a small number of non-adherent cases; therefore, we 

were unable to properly analyze the proposed variables. Additionally, we were able to 

identify a gap in the literature regarding HU adherence monitoring in SCA patients 

based on validated markers such as HbF and MCV, further emphasizing the relevance 

of this study.  

Going forward, we encourage future researchers to explore the PCAs in other 

aspects of SCD/SCA disease, especially the IG† count as a biomarker for infection 

prediction. In Brazil, the non-adherence to chronic illnesses treatment is relevant and 

requires the support of multidisciplinary teams (50). Therefore, we highlight the need 

to assess patient demands, develop and implement new approaches in public health 

planning to relieve the global burden of SCA. 

 

Conclusion 

This study provides evidence of the absolute IG count clinical utility, especially 

when combined with other parameters. It can help the understanding of HU adherence 

obtained by indirect means, such as the pill count. Additionally, we present insights 

into the sociodemographic and hematological aspects of pediatric and adult SCA 

patients. The absolute IG count can complement the already established adherence 

biomarkers in early identification of non-adherence. We highly suggest the use of all 

advanced clinical parameters as they can be easily implemented and performed in 

laboratory routines. 
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Table 1. Clinical and sociodemographic characteristics of the 83 SCA patients 
treated with HU at HCPA. 

General sample 

 
Total 
count 

Adherence 
p-value  

Age (years) High, n (%) Low, n (%) 

< 12  27 24 (88.9) 3 (11.1) 0.428 
≥ 12  56 46 (82.1) 10 (17.9)  

Stratified age groups 
(years) 

    

<12  27 24 (88.9) 3 (11.1) 0.030* 
12 – 18  11 6 (54.5) 5 (45.5)  
19 – 29  10 8 (80.0) 2 (20.0)  
30 – 39  20 17 (85.0) 3 (15.0)  
≥ 40  15 15 (100.0) 0 (0.0)  
     

Children (<12 years) 

Sex 
    

Male 15 14 (93.3) 1 (6.7) 0.430 
Female 12 10 (83.3) 2 (16.7)  

Race/Ethnicity 

    

Black/Pardo 14 13 (92.9) 1 (7.1) 0.509 
Caucasian 13 11 (84.6) 2 (15.4)  

Distance from hospital 

    

Same city  13 10 (76.9) 3 (12.0) 0.098 
Other cities 14 14 (100.0) 0 (0.0)  

Side effects 

    

Yes 25 22 (88.0) 3 (12.0) 1.0 
No 2 2 (100.0) 0 (0.0)  

Polypharmacy 

    

Yes 11 10 (90.9) 1 (9.1) 0.599 
No 12 10 (83.3) 2(16.7)  
     

Adolescents and adults (≥12 years) 

Sex 

    

Male 25 22 (88.0) 3 (12.0) 0.320 
Female 31 24 (77.4) 7 (22.6)  

Race/Ethnicity 

    

Black/Pardo 44 39 (88.6) 5 (11.4) 0.017* 
Caucasian 12 7 (58.3) 5 (41.7)  

Distance from hospital 
    

Same city 22 16 (72.7) 6 (27.3) 0.150 
Other cities 34 30 (88.2) 4 (11.8)  

Marital status 

   

 
Single 46 36 (78.3) 10 (21.7) 0.266 
Married  8 8 (100.0) 0 (0.0)  
Divorced 2 2 (100.0) 0 (0.0)  
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Education level 

    

Middle school 
(Incomplete/Complete) 

31 24 (77.4) 7 (22.6) 0.351 

High School or above 
(Incomplete/Complete) 

24 21 (87.5) 3 (12.5)  

Side effects 

    

Yes 25 22 (88.0) 3 (12.0) 1.0 
No 2 2 (100.0) 0 (0.0)  

Polypharmacy 

    

Yes 11 10 (90.9) 1 (9.1) 0.599 
No 12 10 (83.3) 2(16.7)  
 

HCPA, Clinical Hospital of Porto Alegre; SCA, sickle cell anemia. 
 
Variables were calculated using Pearson's chi-square test. 
 
*p-value <0.05 
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      Table 2. Hematological parameters of the 27 with SCA in the Children Group 
 

Parameter 

Adherence category 

High Low p-value 

  n Median  (IQR) n Median (IQR) 

HbA ‡ 24 4.5 (13.8) 3 0.4 (0.7) 0.649 

HbA2 24 2.7 (2.2-3.1) 3 2.6 (1.8-3.2) 0.671 

HbF% 24 18.9 (13.7-26.4) 3 20.9 (16.5-35.6) 0.512 

HbSS 24 75.8 (66.9-81.2) 3 76.5 (61.4-80.3) 0.758 

WBC 24 10.6 (8.1-14.3) 3 13.3 (6.9-17.4) 0.643 

N% 24 42.4 (34.6-50.9) 3 47.4 (33.4-47.9) 0.817 

N† 24 4.1 (3.1-6.6) 3 6.28 (2.29-8.35) 0.758 

L% 24 41.1 (36.0-54.6) 3 37.74 (31.23-54.37) 0.589 

L† 24 4.3 (2.9-6.1) 3 5.00 (3.73-5.44) 0.758 

M% 24 8.2 (6.5-9.3) 3 6.79 (4.08-10.28) 0.487 

M† 24 0.9 (0.6-1.2) 3 0.90 (0.28-1.79) 1.000 

E% 24 2.7 (1.6-6.6) 3 7.73 (7.17-10.10) 0.064 

E† 24 0.2 (0.2-0.7) 3 0.95 (0.53-1.76) 0.076 

B% 24 0.5 (0.3-0.7) 3 0.46 (0.44-0.91) 0.589 

B†§ 24 0.06 (0.03-0.09) 3 0.080 (0.030-0.120) 0.535 

RBC 24 2.6 (2.4-2.9) 3 2.06 (1.57-2.36) 0.017* 

HGB 24 8.6 (7.8-9.2) 3 6.60 (6.40-7.40) 0.013* 

Htc 24 24.1 (21.9-26.1) 3 18.20 (17.90-20.10) 0.009** 

MCV 24 92.9 (82.3-99.9) 3 97.6 (77.1-114.0) 0.589 

MCH 24 33.4 (28.2-36.5) 3 35.9 (27.1-42.0) 0.537 

MCHC 24 35.6 (34.5-36.4) 3 36.8 (35.2-36.9) 0.334 

RDW 24 17.2 (15.9-20.5) 3 18.2 (17.3-29.5) 0.280 

PLT 24 380.5 (223.0-496.0) 3 402.0 (316.0-485.0) 0.589 

MVP 22 9.8 (9.4-10.8) 3 9.8 (9.8-10.1) 0.867 

IG% 24 0.3 (0.2-0.4) 3 0.3 (0.1-0.4) 0.937 

IG†§ 24 0.03 (0.02-0.05) 3 0.05 (0.01-0.05) 0.969 

NRBC% 23 0.6 (0.0-1.4) 3 1.5 (1.1-3.7) 0.063 

NRBC† 23 0.1 (0.0-0.2) 3 0.1 (0.1-0.7) 0.124 

RET% 17 8.5 (5.9-10.3) 3 11.0 (9.4-12.6) 0.223 

IRF 17 35.7 (27.9-40.1) 3 41.9 (32.7-51.5) 0.138 

RET-He 17 35.5 (30.9-37.1) 3 39.5 (27.1-49.0) 0.368 

PLT-F 23 378.0 (252.0-524.0) 3 427.0 (305.0-478.0) 0.748 

IPF 22 1.5 (1.1-2.3) 3 1.6 (1.5-3.2) 0.314 

IPF† 23 5.7 (3.5-7.5) 3 7.6 (4.6-13.7) 0.214 

HU dose 23 22.2 (18.5-26.6) 3 25.1 (18.2-30.3) 0.446 

Number of HU pills 

claimed 

23 100.0 (100.0-200.0) 3 100.0 (100.0-300.0) 0.963 

Days between 

medical 

apppointments 

24 112 (75-132) 3 126 (105-133) 0.536 

HU pills/day 24 1.0 (1.0-1.0) 3 1.0 (1.0-2.0) 0.596 

NLR 24 1.1 (0.6-1.4) 3 1.3 (0.6-1.5) 0.700 
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PLR 24 76.8 (53.2-106.2) 3 73.9 (63.2-130.0) 0.817 

SII 24 320.3 (201.1-537.3) 3 396.90 (297.76-

617.04) 

0.396 

B, basophil;  E, eosinophils; Hb, hemoglobin; HCT, hematocrit; HU, hydroxyurea; IG, immature 

granulocytes; IPF, immature platelet fraction; IQR, interquartile range; IRF, immature reticulocyte 

fraction; L, lymphocytes; LDH, lactate dehydrogenase; M, monocytes; MCH, mean corpuscular 

hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular 

volume; MVP, mean platelet volume; N, neutrophils; n, number of patients; NRBC, nucleated red 

blood cells; PLT: platelet count; PLT-I, platelet counts by impedance; PLT-F, platelet counts by 

fluorescence; RBC, red blood cells; RDW, red cell distribution width; RET, reticulocytes; RET-He, 

reticulocyte hemoglobin equivalent; WBC, white blood cell; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; 

PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SCA, sickle cell anemia; SII, systemic inflammation index. 

† Absolute count (cells/mm3) 

% Differential count  

‡ Parameter represented by mean (standard deviation - SD) due to median and IQR being zero. 

§ Parameter with added decimal places. 

Variables were calculated using Shapiro-Wilk normality test and Mann–Whitney U test. 

*p-value <0.05 

** p-value <0.01 
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Table 3. Hematological parameters of the 83 patients with SCA in the Adolescent/Adult 
Group. 
 

Parameter 

Adherence category 

High Low p-value 

  n Median  (IQR) n Median (IQR) 

HbA‡ 46 2.1 (9.6) 10 0.3 (1.0) 0.755 

HbA2 46 2.9 (2.3-3.3) 10 3.1 (2.5-3.6) 0.362 

HbF% 46 19.8 (12.2-27.3) 10 17.5 (12.4-22.9) 0.398 

HbSS 46 75.6 (69.3-83.3) 10 79.8 (74.2-84.5) 0.252 

WBC 46 7.4 (5.7-8.8) 10 11.1 (9.7-12.3) 0.001** 

N% 45 44.9 (40.1-57.4) 10 48.3 (45.9-58.7) 0.275 

N† 45 3.1 (2.4-4.9) 10 5.8 (4.5-7.3) 0.006** 

L% 45 42.9 (31.3-49.0) 10 32.6 (27.4-43.2) 0.077 

L† 45 2.7 (2.1-3.3) 10 3.3 (3.73-4.7) 0.042* 

M% 45 8.7 (6.8-10.7) 10 10.1 (8.4-10.7) 0.222 

M† 45 0.6 (0.4-0.9) 10 1.0 (0.28-1.79) 0.002** 

E% 45 1.4 (1.0-2.0) 10 2.1 (1,2-6.5) 0.064 

E† 45 0.1 (0.1-0.2) 10 0.2 (0.1-1.9) 0.101 

B% 45 0.5 (0.3-0.7) 10 0.6 (0.5-0.7) 0.295 

B†§ 45 0.04 (0.02-0.06) 10 0.06 (0.05-0.08) 0.006** 

RBC 46 2.2 (1.9-2.6) 10 2.5 (2.2-3.6) 0.041* 

HGB 46 8.7 (7.8-9.7) 10 8.9 (7.6-9.8) 0.797 

Htc 46 23.8 (22.2-26.9) 10 24.8 (21.2-28.9) 0.684 

MCV 46 106.1 (98.4-117.3) 10 92.7 (85.1-95.9) 0.002** 

MCH 46 38.6 (35.6-43.3) 10 34.0 (28.5-34.7) 0.002** 

MCHC 46 36.3 (35.4-37.1) 10 35.6 (35.1-35.9) 0.076 

RDW 46 15.8 (15.2-17.5) 10 17.9 (17.6-20.9) 0.012* 

PLT 46 319.5 (223.0-404.0) 10 430.5 (377.0-535.0) 0.022* 

MVP 46 10.3 (9.7-10.9) 9 9.9 (9.8-10.3) 0.290 

IG% 45 0.3 (0.2-0.4) 10 0.4 (0.3-0.6) 0.105 

IG†§ 44 0.02 (0.01-0.04) 10 0.05 (0.03-0.07) 0.008** 

NRBC% 46 3.7 (1.1-7.5) 10 1.3 (0.4-2.1) 0.072 

NRBC† 45 0.3 (0.1-0.5) 10 0.1 (0.1-0.2) 0.197 

RET% 38 5.5 (4.5-8.8) 9 11.4 (10.7-15.3) 0.003** 

IRF 38 33.8 (26.6-38.0) 9 31.2 (24.9-34.5) 0.508 

RET-He 38 36.6 (33.5-40.7) 9 35.4 (29.0-37.0) 0.160 

PLT-F 40 346.5 (255.0-395.0) 9 435.0 (348.0-508.0) 0.096 

IPF 40 3.0 (1.9-4.4) 9 2.3 (1.8-3.6) 0.510 

IPF† 39 9.5 (6.6-12.9) 9 9.3 (7.8-14.6) 0.833 

HU dose 41 21.5 (16.39-26.2) 8 25.0 (20.8-26.6) 0.180 

Number of HU pills 

claimed 

45 300.0 (200.0-400.0) 9 200.0 (200.0-400.0) 0.398 

Days between 

medical 

apppointments 

46 147 (98-154) 5 87 (48-123) 0.386 
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HU pills/day 46 2.4 (2.0-3.0) 10 2.4 (2.0-3.0) 0.733 

NLR 45 1.1 (0.8-1.9) 10 1.5 (1.1-2.1) 0.116 

PLR 45 111.0 (77.4-158.9) 10 116.0 (94.7-151.9) 0.777 

SII 45 341.8 (186.8-764.6) 10 747.1 (429.9-801.2) 0.042* 

B, basophil;  E, eosinophils; Hb, hemoglobin; HCT, hematocrit; HU, hydroxyurea; IG, immature 

granulocytes; IPF, immature platelet fraction; IQR, interquartile range; IRF, immature reticulocyte 

fraction; L, lymphocytes; LDH, lactate dehydrogenase; M, monocytes; MCH, mean corpuscular 

hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular 

volume; MVP, mean platelet volume; N, neutrophils; n, number of patients; NRBC, nucleated red 

blood cells; PLT: platelet count; PLT-I, platelet counts by impedance; PLT-F, platelet counts by 

fluorescence; RBC, red blood cells; RDW, red cell distribution width; RET, reticulocytes; RET-He, 

reticulocyte hemoglobin equivalent; WBC, white blood cell; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; 

PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SCA, sickle cell anemia; SII, systemic inflammation index. 

† Absolute count (cells/mm3) 

% Differential count 

‡ Parameter represented by mean (standard deviation - SD) due to median and IQR being zero. 

§ Parameter with added decimal places. 

Variables were calculated using Shapiro-Wilk normality test and Mann–Whitney U test. 

*p-value <0.05 

** p-value <0.01 
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Table 4. Diagnostic measures of CBC parameters to adherence in SCA 

adolescent/adult patients (values ≥ the cutoff of the parameters are predictors of low 

adherence).  

Parameter Sensibility Especificity PPV NPV Accuracy p-value 

WBC 80.0 87.0 57.1 95.2 85.7 0.001** 

N† 80.0 71.1 38.1 94.1 72.7 0.006** 

L† 100.0 44.4 28.6 100.0 54.5 0.042* 

M† 70.0 84.4 50.0 92.7 81.8 0.002** 

B† 100.0 46.7 29.4 100.0 56.4 0.007** 

RBC 40.0 97.8 80.0 88.2 87.5 0.041* 

RDW 80.0 78.3 44.4 94.7 78.6 0.012* 

PLT 70.0 78.3 41.2 92.3 76.8 0.022* 

IG† 70.0 75.0 38.9 91.7 74.1 0.009** 

RET% 77.8 84.2 53.8 94.1 83.0 0.004** 

MCV‡ 80.0 80.4 47.1 94.9 80.4 0.002** 

MCH‡ 100.0 58.7 34.5 100.0 66.1 0.002** 

SII 90.0 60.0 33.3 96.4 65.5 0.042* 

The results are expressed as percentual (%). B†, absolute basophil count; CBC, 

complete blood count; IG†, absolute immature granulocyte count; L†, absolute 

lymphocyte count; M†, absolute monocyte count; MCH, mean corpuscular 

hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; N†, absolute neutrophil count; NPV, 

negative predictive value; PLT, platelet count; PPV, positive predictive value; RBC, 

red blood cells; RDW, red blood cells distribution width; RET, reticulocyte count; SCA, 

sickle cell anemia; SII, systemic inflammation index; WBC, white blood count.   

† Absolute count (cells/mm3) 

% Differential count 

‡ Values ≤ the cutoff are predictors of low adherence. 

*p-value <0.05 

** p-value <0.01 
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Table 5. Relative risk of CBC and qualitative parameters to adherence in SCA 

Adolescent/Adult patients. 

 

  

Adherence    
 

High Low 
RR IC95% p -value 

n % n % 

Sex Male 22 88.0 3 12.0 1 
(0.54 - 6.54) 

 

Female 24 77.4 7 22.6 1.88 0.320 

Ethnicity Black/Pardo 39 88.6 5 11.4 1 
(1.27 - 10.61) 

 
Caucasian 7 58.3 5 41.7 3.67 0.017* 

Distance to hospital Same city 16 72.7 6 27.3 1 
(0.14 - 1.36) 

 

Other cities 30 88.2 4 11.8 0.43 0.150 

Marital status‡ Single 36 78.3 10 21.7 
   0.266 

Married 8 100.0 0 0.0 
    

Divorced 2 100.0 0 0.0 
    

Educational level Up to 12th Grade 24 77.4 7 22.6 1 
(0.16 - 1.92) 

 

High School or 

above 

21 87.5 3 12.5 0.55 0.351 

Adverse effects to 

HU 

No 40 88.9 5 11.1 1 
(1.82 - 13.76) 

 

Yes 4 44.4 5 55.6 5.00 0.002** 

Polypharmacy Não 6 60.0 4 40.0 1 
(0.12 - 0.99) 

 

Sim 38 86.4 6 13.6 0.34 0.047* 

WBC < 9.62 40 95.2 2 4.8 1 
(2.88 - 49.97) 

 

 ≥ 9.62 6 42.9 8 57.1 12.0

0 0.001** 

N† < 4.46 32 94.1 2 5.9 1 
(1.52 - 27.63) 

 

≥ 4.46 13 61.9 8 38.1 6.48 0.012* 

L† ‡ < 2.55 20 100.0 0 0.0 
   0.009** 

≥ 2.55 25 71.4 10 28.6 
   0.012* 

M† < 0.94 38 92.7 3 7.3 1 
(2.04 - 22.89)  

0.002** ≥ 0.94 7 50.0 7 50.0 6.83 

B† ‡ < 0.035 21 100.0 0 0.0 
   0.009** 

≥ 0.035 24 70.6 10 29.4 
   0.002** 

RBC < 3.18 45 88.2 6 11.8 1 
(285 - 16.23)  

0.000** ≥ 3.18 1 20.0 4 80.0 6.80 

RDW < 17.55 36 94.7 2 5.3 1 
(1.99 - 35.80) 

 

≥ 17.55 10 55.6 8 44.4 8.44 0.004** 

PLT < 412 36 90.0 4 10.0 1 
(1.22 - 11.54) 

 

≥ 412 10 62.5 6 37.5 3.75 0.021* 

IG < 0.035 33 91.7 3 8.3 1 
(1.37 - 15.94) 

 

≥ 0.035 11 61.1 7 38.9 4.67 0.014* 

RET < 10.64 32 94.1 2 5.9 1 
(2.18 - 38.47) 

 

≥ 10.64 6 46.2 7 53.8 9.15 0.003** 

SII < 394.41 27 96.4 1 36 1 (1.27 - 68.77)  
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≥ 394.41 18 66.7 9 33.3 9.33 0.028* 

VCM > 96.7 37 94.9 2 5.1 1 
(2.17 - 38.77) 

 

≤ 96.7 9 52.9 8 47.1 9.18 0.003** 

HCM ‡ > 37.6 27 100.0 0 0.0 
   0.001** 

≤ 37.6 19 65.5 10 34.5 
   0.003** 

B†, absolute basophil count; CBC, complete blood count; HU, hydroxyurea IG†, absolute immature 

granulocyte count; L†, absolute lymphocyte count; M†, absolute monocyte count; MCH, mean 

corpuscular hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; N†, absolute neutrophil count; NPV, 

negative predictive value; PLT, platelet count; PPV, positive predictive value; RBC, red blood cells; 

RDW, red blood cells distribution width; RET, reticulocyte count; RR, relative risk; SCA, sickle cell 

anemia; SII, systemic inflammation index; WBC, white blood count.   

  

‡ Significant association with low adherence, but it is not possible to calculate the RR. 

*p-value <0.05 

** p-value <0.01 
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Fig 1 – ROC curve CBC parameters to adherence in SCA Adolescent/Adult patients. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
B†, absolute basophil count; CBC, complete blood count; IG†, absolute immature granulocyte count; L†, absolute lymphocyte 
count; M†, absolute monocyte count; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; N†, absolute 
neutrophil count; PLT, platelet count; RBC, red blood cells; RDW, red blood cells distribution width; RET, reticulocyte count; 
SCA, sickle cell anemia; SII, systemic inflammation index; WBC, white blood count.   
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Supplementary Fig. 1 - Correlation heatmap between parameters 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B, basophil;  E, eosinophils; Hb, hemoglobin; HCT, hematocrit; HU, hydroxyurea; IG, immature granulocytes; IPF, immature platelet fraction; IQR, 
interquartile range; IRF, immature reticulocyte fraction; L, lymphocytes; LDH, lactate dehydrogenase; M, monocytes; MCH, mean corpuscular hemoglobin; 
MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular volume; MVP, mean platelet volume; N, neutrophils; n, number of patients; 
NRBC, nucleated red blood cells; PLT: platelet count; PLT-I, platelet counts by impedance; PLT-F, platelet counts by fluorescence; RBC, red blood cells; 
RDW, red cell distribution width; RET, reticulocytes; RET-He, reticulocyte hemoglobin equivalent; WBC, white blood cell; NLR, neutrophil-to-lymphocyte 
ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic inflammation index. 
† Absolute count (cells/mm3) 
% Differential count 
Correlations in bold showed statistical significance 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A identificação da anemia falciforme em seu estágio inicial, assim como o 

monitoramento apropriado são essenciais para um melhor resultado terapêutico. A 

Hemoglobina fetal (HbF) e o Volume Corpuscular Médio (VCM) são os parâmetros 

utilizados atualmente para avaliar a adesão ao tratamento com hidroxiureia (HU), 

ambos se elevando com tratamento contínuo. 

Contudo, dado o tempo de vida inferior do eritrócito falciforme na circulação, 

pode-se passar várias semanas para que esses biomarcadores reflitam as mudanças 

de adesão dos pacientes. Isso pode impactar nas decisões clínicas tomadas acerca 

de mudanças no tratamento e até mesmo na dosagem do medicamento, pois torna-

se difícil diferenciar entre a ineficácia do tratamento e a baixa adesão.  

Isso indica a necessidade de parâmetros que forneçam informações precoces sobre 

o estado do paciente. Este estudo procurou verificar a possível utilidade clínica dos 

Parâmetros Avançados do Hemograma (PCAs) como medida de adesão ao 

tratamento com hidroxiureia em uma população pediátrica e adolescente/adulta de 

indivíduos com anemia falciforme.  

A partir dos nossos resultados, a contagem absoluta de Granulócitos Imaturos 

(IG#) mostrou significativa diferença entre pacientes com alta e baixa adesão 

pertencentes ao grupo adolescentes/adultos. A presença de granulócitos imaturos no 

sangue periférico de indivíduos pode indicar um estímulo à medula óssea, como uma 

resposta à infecção ou inflamação. Irregularidades na continuidade do tratamento com 

HU podem estimular a medula óssea e enfatizar a natureza inflamatória da doença, 

promovendo o recrutamento dos granulócitos imaturos para a circulação. 

Adicionalmente, seu tempo de vida relativamente curto na circulação confere a eles 

uma vantagem sobre os parâmetros tradicionalmente usados, auxiliando na detecção 

precoce da baixa adesão. 

Como evidência dos efeitos inflamatórios promovidos pelo uso intermitente de 

HU, os pacientes adolescentes/adultos não aderentes também apresentaram um 

índice de inflamação sistêmica (IIS) significativamente maior. Esse achado pode 

indicar um estado inflamatório crônico que pode levar a crises vaso-oclusivas e outras 

complicações. 

Os PCAs estão disponíveis em uma variedade de analisadores hematológicos 

e podem ser facilmente incorporados a rotinas laboratoriais. Ao serem inseridos no 
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acompanhamento dos pacientes, esses parâmetros podem ser indicativos precoces 

de não adesão ao tratamento se utilizados em conjunto com os parâmetros já 

estabelecidos (HbF e VCM). 

O uso correto da HU conduz à estabilidade do paciente, diminuindo a 

frequência de crises agudas e internações hospitalares, melhorando a qualidade de 

vida desses indivíduos e atenuando o custo do tratamento. O baixo nível 

socioeconômico e de escolaridade dos pacientes falcêmicos pode afetar diretamente 

sua adesão, conduzindo-os a um pior prognóstico. Portanto, encoraja-se a 

continuidade de estudos que possam expandir e aprofundar o uso dos PCAs na 

anemia falciforme, assim como o desenvolvimento de projetos de extensão que 

englobem essa população. 
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8.  ANEXOS 
 

Anexo A – Termo de Consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
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Anexo B – Parecer de aprovação do comitê de ética do HCPA 
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Anexo C – Aprovação da Comissão de Pesquisa da UFCSPA (ComPesq) 
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Anexo D – Aprovação do projeto pelo Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação (GPPG) 
do HCPA 
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Anexo E – Author guidelines do periódico European Journal of Haematology 
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