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RESUMO

A deficiéncia de mieloperoxidase é uma desordem qualitativa dos
neutréfilos caracterizada pela auséncia parcial ou completa da
atividade da mieloperoxidase. Essa condigdo pode ser hereditaria ou
adquirida.

A analise de 15 casos que apresentaram deficiéncia de
mieloperoxidase em hemogramas de rotina realizados no laboratério
Emilio Ribas em contadores automaticos H3 (Bayer) e ADVIA 120
(Bayer) no periodo de 01/03/97 a 31/01/99 mostrou uma distribuigéo
por sexo de 08 homens e 07 mulheres. O indice de mieloperoxidase foi
menor no H3. O histograma no canal ‘de PEROX mostrou o mesmo
padrdo nos dois instrumentos. Quatro individuos eram irmdos. Um
individuos realizou hemograma em quatro ocasides ( 1997 e 1998 )
apresentando auséncia de eosinéfilos. De acordo com as fichas
laboratoriais os individuos néo apresentavam doenga hematolégica e
ndo faziam uso de medicagdes (antitireoidianos, sulfonamidas,
fenotiazidicos, acido ascérbico) que interferissem com a atividade da
mieloperoxidase. Os individuos apresentaram contagem diferencial de

leucécitos normal na analise microscopica.




1. INTRODUCAO

A mieloperoxidase (MPO) € uma neme-proteina sintetizada por
precursores granulociticos neutrofilos € monécitos“'”'ze, e constitui ©
principal componente dos granulos azurofilos (primarios) de neutrofilos
e lisossomas dos mon6citos. Bioquimicamente difere da peroxidase dos
eosinofitos®, apresentando-se como tetramero de peso molecular
variave! entre 120 kDa & 160 kDa*® e composto poOr dois pares de
peptidios de cadeias leve-pesada, tendo cada cadeia leve entre 13,5
kDa e 15 kDa e cada cadeia pesada entre 59 kDa e 60 kDa?%?®. Os
pares de cadeias leve-pesada estdo ligados entre si por ponte
dissulfitica anica, entre as duas sul;unidades leves Ou asrduas
subunidades pesadas”. Cada molécula de mieloperoxidase contém
duas moléculas de ferro localizada em um grupo clorina e associada a
subunidade pesada de cada par leve-pesado®®. A atividade da
mieloperoxidase depende desse grupo c!orina”.

A sintese da mieloperoxidase & controlada por gene gnico de 10
kb composto por 11 introns e 12 exons', localizado no braco iongo do

cromossomo 17 na posi¢ao 17q22,23%%°

. proximo da translocagéo 15-
17 gque ocorre em varios casos de leucemia promielocitica aguda‘. O
RNAm especifico da mieloperoxidase codifica uma anica proteina de 80
kDa que apos glicolisagéo € protedlise & armazenada nOS granulios
azurofilos. Para que a mieloperoxidase seja enzimaticamente ativa €
necessario que ocorra a maturagao proteolitica de seus precursores,
incluindo processo completo pés-translacional, com a insercéo de um
heme'®. A mieloperoxidase & produzida unicamente durante 0 estagio
promielocitico da diferenciagao granulocitica. A auséncia de sintese de
mieloperoxidase apds a diferenciagéo neutrofilica esta relacionada com
as alteragdes na transcricdo do gene para MPO demonstrando uma
relagdo entre a diferenciagéo granulocitica e @ expresséo do gene da

MPO?°.



A principal fung8o dos neutréfilos € a de prevenir ou retardar a
invasao do organismo por agentes infecciosos ou estranhos?®. Esse
objetivo é alcancado através da fagocitose e da atividade microbicida
dessas células®®. Neutrofilos podem eventualmente liberar substancias
diretamente no meio interno exercendo, assim, uma fung&o
secretora®®. Com a ocorréncia da fagocitose duas respostas celulares
essenciais para a atividade microbicida ideal ocorrem
concomitantemente: degranulagdo e ativagdo da NADPH-oxidase'”2%
A degranulacdo se da mediante a fusdo da membrana do fagossomo

7 primeiramente o

com a membrana dos granulos dos neutréfilos
conteddo dos granulos especificos (secundarios) & depositado no
fagossomo e em seguida ocorrendo a deposigdo do conteudo dos
granulos azuréfilos (primarios)'72%. Concomitantemente & degranulagdo
ocorre a ativagdo da NADPH-oxidase, na membrana do fagossomo'.
Essa enzima produz superéxido {Oz) e perdxido de hidrogénio (H20,)
utilizando oxigénio molecular'®. Na presenca de perdxido de hidrogénio
e de ions cloro {Cl") a mieloperoxidase cataliza a formag&o de acido
hipocloroso (HOC!Y) e de hidroxila ((OH), envolvidos em varias fungdes
celulares como a destruicdo de bactérias®®, fungos®®, células tumorais?®®
e virus. Além de sua fungao antimicrobiana o H20; e o HOCI podem
agir modulando a resposta inflamatéria’’ através da inativagdo de
mediadores inflamatérios'"?°. Esses oxidantes podem ainda desnaturar
proteinas tornando-as mais suscetiveis a protedlise além de ativar
algumas proteases dos grénulos neutréfilos, melhorando o clearance de
patégenos do sitio da infecgao.

A deficiéncia de mieloperoxidase foi descrita pela primeira vez
nos anos 60 e até a década de 80 somenie 20 casos dessa deficiéncia
haviam sido relatados®’. Com o desenvolvimento e o uso da citometria
de fluxo e dos contadores automaticos de leucdcitos na rotina
laboratorial a deficiéncia de mieloperoxidase tem sido relatada com

3,14,20,23,28

mais frequéncia , sendo o distarbio mais comum da fungéo




neutrofilica?’, ocorrendo com uma freqiiéncia entre 1/2000-4000
individuos?-8-11.17.26.28

Neutréfilos deficientes de mieloperoxidase nédo produzem HOC!
ap6s estimulacdo mas o burst respiratério mediado pela NADPH-
oxidase ndo esti afetado'”?®. Na verdade, sua atuagio parece estar
aumentada {maior velocidade e duragdo) com produgédo prolongada de
superéxido e peréxide de hidrogénio, evidenciando um possivel papel
do HOC! na regulacéo da atividade oxidativa'’"?®.

A maioria dos individuos com deficiéncia de mieloperoxidase nédo
apresenta aumenio da taxa de Infecgbes ou qualquer outra
manifestacdo clinica de defeito celular’’, sendo identificados
incidentalmente durante exames de rotina. Entretanto, estudos sugerem
gue individuos com deficiéncia de mieloberoxidase apresentariamamaior
incidéncia de neoplasias'®. Neutrofilos deficientes de mieloperoxidase
fagocitam bactérias e fungos normalmente, entretanto a atividade
microbicida & defeituosa, segundo ensaios in vitro'"?®, demonstrando
que as células deficientes usam sistema microbicida MPO-
independente que é menos eficaz que o sistema MPO-H;O»:-halodide

17,28

utilizado pelos neutrofilos normais Com isso, apesar de

fagocitadas normalmente, algumas espécies de Candida e Aspergillus

16,22,24

ndo s&o0 destruidas efetivamente e alguns individuos com

deficiéncia de mieloperoxidase podem apresentar infecgdo fingica
disseminada?"?®, principalmente aqueles com diabetes mellitus
associada.

A deficiéncia de mieloperoxidase & uma desordem heterogénea a
nivel molecular. Os neutrdfilos podem conter precursores de alto peso
molecular ou n&o apresentarem nenhum RNA mensageiro1 ou proteina
relacionada a mieloperoxidase.

A deficiéncia de mieloperoxidase pode ser completa ou parcial. A
transmissdo hereditaria da deficiéncia da mieloperoxidase ¢
caracterizada como autossémica recessiva como demonstram diversos
estudos baseados na atividade da peroxidase nos leucdcitos




sanguineos'®. Entretanto, outros estudos tém revelado expressdo de
penetrancia muito varidvel, sugerindo transmissdo mais complexa. A
mieloperoxidase estaria sob controle poligénico podendo representar
defeitos tanto estruturais quanto dos genes reguladores'®. Estudos
indicam que o defeito genético resulta de anormalidade pos-
translacional posto que o precursor da mieloperoxidase foi encontrado
em fagocitos de alguns pacientes mas a mieloperoxidase nao. Estudos
recentes mostram diferentes alteragdes genéticas, sugerindo que a
transmissdo ndo se daria através de trago autossémico recessivo
simples mas seria o resultado de varias mutagdes ocorridas no gene da
mieloperoxidase'92°.

A deficiéncia de mieloperoxidase também pode se constituir
numa condigéo* adquirida, como é encontrado na gra{ridez, na dxbenga
de Hodgkin, nas coagulopatias, na anemia apléstica2 e ha intoxicagéao
pelo chumbo. Todavia é mais comumente associada as leucemias
mieléides aguda (cerca de 50% dos pacientes ndo tratados) e crénica
(aproximadamente 20% dos pacientes) e com outras sindromes
mieloproliferativas*?®. Nessas condigdes € comum que somente
algumas dentre as células mieldides circulantes apresentem a
deficiéncia. Provavelmente aquelas produzidas pelo clone anormal?s.
Em recém-nascidos, os indices de mieloperoxidase sdo normais até o
nascimento, diminuem cerca de 75% apoés os primeiros 2 dias de vida e

2529 Algumas

entdo retornam aos valores normais em uma semana
drogas como sulfonamidas, antitireoidianos, acido ascoérbico, e
fenotiazidicos podem interferir negativamente na atividade da
mieloperoxidase?®’.

Como na maioria dos casos de deficiéncia de mieloperoxidase
inexiste a manifestagdo clinica, nenhum tratamento especifico é
proposto. Individuos MPO-deficientes acometidos por infecgao por
fungos devem receber terapia anti-fangica agressiva. O prognostico é
excelente para a maioria dos pacientes portadores da deficiéncia de

MP Q%29




O presente trabalho visa verificar a ocorréncia da deficiéncia de
mieloperoxidase em usuarios do laboratério Emilic Ribas, analisar os
dados das fichas laboratoriais ( idade, sexo, uso de medicamentos,
doenga hematoldgica ), o indice de mieloperoxidase e os histogramas

apresentados pelos individuos portadores dessa deficiéncia.

2. MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de 01/03/97 a 31/01/99 foram observados
hemogramas dé pacientes provenientes do laboratério Emilio Ribas.

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados dois tipos de
contadores automaticos de leucécitos: o H3RTX (Bayer) e o ADVIA 120
(Bayer). Ambos usam o principio da citometria de fluxo. Apds a lise das
hemacias os leucécitos séo fixados e corados. Apds a adigcdo de
cromdégeno juntamente com o peroxido de hidrogénio, os granulos
primarios dos leucécitos formam um precipitado escuro. A intensidade
da coloragdo dos neutrofilos, eosindfilos e mondcitos € dependente do
grau de atividade da peroxidase. Neutréfilos coram fortemente,
eosindfilos tem uma atividade intensa e monoécitos tém uma atividade
fraca. Linfécitos, basdéfilos e grandes células ndo coradas (LUC-large
unstainded cells) ndo apresentam peroxidase permanecendo, portanto,
descoradas. A atividade da peroxidase é& avaliada por difragéo e
absorcdo, sendo as células caracterizadas pelo seu volume e pela
atividade da peroxidase. A distribuicdo celular é apresentada na forma
de histograma no canal de PEROX, com a atividade da peroxidase no
eixo x e o tamanho celular no eixo y. Os basdfilos sdo identificados
apoés o tratamento com tamp&o acido, sendo as nicas células que
resistem a esse tratamento enquanto as células restantes perdem seu
protoplasma'®. Os baséfilos e as células nucleadas remanescentes séo




representadas em areas diferentes no histograma do canal de BASO™.
Ambos os instrumentos fornecem o indice de mieloperoxidase (MPXI),
um indice da atividade média da peroxidase nos neutréfilos medido
pela intensidade da coloragéo®’. O valor normal do MPXI no H3 varia
de —10 a +10'"%. A deficiéncia de MPO nos granulécitos é detectada
sistematicamente na rotina hematoldgica pelo valor do MPX! e pela
posicéo irregular dos neutréfilos no canal de PEROX'™.

A figura 1 representa o histograma normal dos dois instrumentos.

Figura 1. Histograma normal. A) H3 (Bayer) B) ADVIA 120 (Bayer). L:
Linfocitos — N: Neutréfilos — E: Eosinofilos — M: Mondcitos — LUC: Area de
grandes células ndo coradas — B: Basdfilos — Mo: Mononucleares — PM:

Polimorfonucleares.




Nos casos estudados a confirmacéo foi feita através da contagem
diferencial de leucdcitos, ao microscépio.

Foram ainda analisadas os dados (idade, sexo, uso de
medicamentos, doenga hematoldgica) contidos nas fichas iaboratoriais.

3. RESULTADOS

Durante o periodo de 01/03/97 a 31/01/99 (23 meses) foram
realizados 147.681 hemogramas no laboratério Emilio Ribas e 47
hemogramas de 15 pacientes apresentaram deficiéncia de
mieloperoxidase. A distribuicdo por sexo foi de 08 homens e 07
mulheres, com wuma relagdo masculino/feminino de 1,14:1. A
distribuicdo etaria apresentou média aproximada de 56 anos (idade
minima 1 ano e 6 meses e maxima 81 anos e 3 meses). As
distribuicdes por sexo e idade encontram-se representadas na tabela

1.
Tabela 1. Distribuicdo por sexo e idade nos individuos com deficiéncia

de mieloperoxidase.

SEXO
IDADE Masculino Feminino
0-10 1 -—-
10 - 20 1 ---
20 - 30 - ---
30 - 40 - 1
40 - 50 - 1
50 - 60 1 2
60 - 70 2 1
70 - 80 2 2
80 - 90 1 -
TOTAL 8 7




Onze individuos tiveram seu primeiro hemograma realizado no H3
(Bayer). O valor médio do indice de mieloperoxidase (MPXI) nesses
pacientes foi cerca de —55,9. Os individuos que tiveram seu primeiro
hemograma realizado no ADVIA 120 (Bayer) apresentaram valor médio
de MPXI de -8,8. Dentre os casos estudados nove realizaram
hemograma mais de uma vez. Um deles o fez em quatro ocasifes
distintas e em todas constatou-se a auséncia de eosindfilos. O valor
individual do indice de mieloperoxidase de acordo com o contador
automatico em que foi realizado o primeiro hemograma esté

representado na tabela 2.

Tabela 2. Valor individual do indice de mieioperdxidase (MPJXI) de
acardo com o contador automatico de leucécitos (H3 ou ADVIA 120Q), em

individuos com deficiéncia de mieloperoxidase.

MPXI
- CASO H3  ADVIA 120
-56,2
-50,7
64,4
-16,6
9,3
-5,7
58,4
-45 .4
22,9
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A analise das fichas laboratorias dos individuos com deficiéncia
de mieloperoxidase né&o indicou nenhuma doenga hematoldgica.
Segundo as informagdes contidas nessas fichas nenhum desses
pacientes fazia uso de medicamentos que interferissem na atividade da
mieloperoxidase (antitireoideanos, sulfonamidas, fenotiazidicos, acido
ascorbico). Dois apresentavam niveis elevados de glicose ( 210mg/d! e

151 mg/dl ). Foi constatado que quatro eram irmé&os.

4. DISCUSSAO

kA

A deficiéncia de mieloperoxidase foi encontrada em 47 dos
147.681 hemogramas realizados no laboratério Emilio Ribas no periodo
de 01/03/97 a 31/01/99. Nao foi possivel realizar a analise estatistica
para conhecer a freqiéncia da deficiéncia pois nao se conhecia ©
nimero de individuos que realizaram hemogramas nesse periodo, ja
que um mesmo individuo poderia ter realizado mais de um hemograma.

Os 47 hemogramas que apresentaram deficiéncia de
mieloperoxidase foram realizados por 15 individuos. A frequéncia com
que esses pacientes realizaram hemogramas variou entre 1 a 13 vezes.
O numero de hemogramas realizados por cada paciente com deficiéncia
de mieloperoxidase estéd representado na tabela 3.

Os histogramas mostraram distribuicdo diferente dos neutrdfilos
que se apresentaram como monobcitos ou como grandes células nao
coradas {figura 2). Dos casos estudados quatro eram irm&os, indicando
deficiéncia de MPO hereditaria, e apresentaram o mesmo padréao de
histograma (figura 3). O caso que apresentou auséncia de eosindfilos
realizou quatro hemogramas em ocasides distintas ( 07/97, 03/98,
08/98 e 11/98, respectivamente), sugerindo deficiéncia associada da
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peroxidase dos eosinofilos. A figura 4 representa o histograma do

individuo com auséncia de células na area de eosindfilos.

Tabela 3. Nimero de hemogramas realizados por cada individuo com

deficiéncia.

CASO N° DE
HEMOGRAMAS
1 2 i
2 1
3 1
4 1
5 1
6 2
7 3
8 6
9 1
10 3
11 4
12 3
13 4
14 13
15 2
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Figura 2. Dois padrbes de histogramas do H3 em individuos com
deficiéncia de mieloperoxidase. A) Neutréfilos localizados na area de LUC.
B) Neutrdfilos localizados na area de monécitos. L: Linfécitos - N:
Neutréfilos — E: Eosindfilos — M: Mondcitos — LUC: Area de grandes células

ndo coradas — B: Basdfilos — Mo: Mononucleares - PM: Polimorfonucleares.
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Figura 3. Histogramas do H3 dos quatro irm&os. Neutréfilos
apresentam-se localizados na area de LUC. L: Linfécitos — N: Neutréfilos —
E: Eosinéfilos — M: Monécitos — LUC: Area de grandes células néo coradas ~
B: Basdfilos — Mo: Mononucieares — PM: Polimorfonucleares.
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Figura 4. Histograma do H3 no individuo que apresentou deficiéncia
de mieloperoxidase. Neutréfilos localizados nas areas de monécitos e LUC.
Area de eosinéfilo completamente vazia.
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Os pacientes que tiveram seu primeiro hemograma realizado no
H3 (Bayer) apresentaram indice de mieloperoxidase que variou entre —
66,5 a -33,7 (média -55,9). Nos pacientes que tiveram seu primeiro
exame realizado no ADVIA 120 (Bayer) o indice variou de -22,9 a 9,3
(média -8,8). A média do MPX| encontrada nos individuos que
realizaram hemograma no H3 foi menor, mas o padrdo do histograma
no canal de PEROX foi semelhante nos dois instrumentos (figura 5).
Estudo comparativo fornecido pela Bayer dos parametros
hematol6gicos entre os dois contadores automaticos ndo faz referéncia

ao indice de mieloperoxidase.

Figura 5. Histogramas em individuo com deficiéncia de
mieloperoxidase. A) H3 B) ADVIA 120. L: Linfécitos — N: Neutréfilos - E:
Eosinéfilos — M: Monécitos — LUC: Area de grandes células n&o coradas — B:

Baséfilos — Mo: Mononucleares — PM: Polimorfonucleares.
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A analise dos resultados de trés individuos que realizaram
hemogramas em ocasides diferentes no H3 e ADVIA 120 mostrou valor
do MPXI menor no H3. Estudo realizado confirma os valores normais do
MPXI indicado pelo produtor do H3'’. N&o encontramos estudos
confirmando os valores normais no ADVIA 120. Os casos analisados
nos dois instrumentos indicam diferenga entre os valores normais do

MPXI| nos contadores. Esses dados estdo representados na tabela 4.

Tabela 4. Valores do indice de mieloperoxidase (MPXI) de acordo com
o contador automatico de leucdcitos (H3 ou ADVIA 120), em individuos com

deficiéncia de mieloperoxidase.

- = - E

MPXI
CASO H3 ADVIA 120
7 -58,4 -22,7
10 -62,8 0,9
11 -59,8 -32,2

A distribuicdo por idade e sexo foi semelhante a encontrada em
outros estudos®. Segundo as fichas laboratoriais os individuos néo
faziam uso de medicagbes que interferissem na atividade da
mieloperoxidase, bem como ndo apresentavam doenca hematologica.
Dos casos estudados quatro s&o irméos, indicando deficiéncia
hereditaria de MPO.
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5. CONCLUSAO

O conhecimento da deficiéncia de mieloperoxidase hereditaria em
nosso meio, encontrada em exames hematoidégicos de rotina, €
importante para alertar a comunidade médica para a ocorréncia dessa
deficiéncia hoje considerada frequente.

Estudos posteriores serdo importantes para que seja feita

compara¢do com a frequéncia encontrada em ouiras regibes.
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