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RESUMO: A anemia ocorre quando o nível de 
hemoglobina no sangue encontra-se diminuído, 
o que resulta em uma menor capacidade de 
transporte de oxigênio e sobrevida dos eritrócitos. 
Segundo a OMS, ela é considerada um problema 
de saúde pública, atingindo cerca de um terço 
da população do mundo todo, sendo a mais 
prevalente a ferropriva. O ferro participa da 
formação do grupamento heme da hemoglobina, 
mas se for produzido em excesso, pode gerar 
radicais livres. Quando há um aumento deles, 
pode ocorrer algum dano nas biomoléculas, como 
proteínas, lipídeos e DNA, causando então o 
estresse oxidativo, que parece estar envolvido na 
fisiopatologia da anemia. Assim, o objetivo desse 
trabalho foi avaliar os parâmetros de estresse 
oxidativo em pacientes com anemia no município 
de Uruguaiana, RS. Aprovado no CEP sob o 
número 135092/2017, o trabalho foi realizado no 
Posto de Saúde Central e no Laboratório BioSul, 
adjunto ao laboratório de Análises Clínicas do 
Hospital de Uruguaiana, RS, onde os pacientes 
assinaram um termo de consentimento livre e 
esclarecido e responderam um questionário 
básico para após isso, a amostra de sangue ser 
coletada por profissionais para encaminhá-la ao 
laboratório de Hematologia da UNIPAMPA, onde 
foram feitos os testes para avaliação do dano 
oxidativo (TBARS e carbonilação de proteínas), 
frequência de micronúcleos em leucócitos, 
os níveis de ferro plasmático. A eletroforese 
de proteínas foi enviada ao laboratório do 
Teste do Pezinho em Porto Alegre, RS. Os 
resultados encontrados mostraram um aumento 
estatisticamente significativo (p<0,05) nos níveis 
de TBARS e carbonil dos grupos do hospital e 
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do posto em relação ao grupo controle, e um aumento na frequência de micronúcleos e nos 
níveis de ferro no grupo hospital em relação ao grupo controle. Foram encontrados 4 casos 
de traço falciforme na eletroforese. A hemoglobina mostrou-se diminuída nos grupos posto 
e hospital, porém um pouco mais abaixo no hospital. Com isso, sugere-se que há uma forte 
relação entre a anemia e o estresse oxidativo, e que o ferro em excesso pode ser um fator 
agravante no dano oxidativo causado nos pacientes do posto e hospital.
PALAVRAS - CHAVE: Anemia, Estresse oxidativo, Ferro.

ABSTRACT: Anemia occurs when the level of hemoglobin in the blood is decreased, which 
results in less oxygen-carrying capacity and red cell survival. According to the WHO, it is 
considered a public health problem, affecting about one third of the world’s population, the 
most prevalent being iron deficiency. Iron participates in the formation of the hemoglobin heme 
group, but if it is produced in excess, it can generate free radicals. When there is an increase 
in them, some damage to biomolecules, such as proteins, lipids and DNA, can occur, causing 
oxidative stress, which seems to be involved in the pathophysiology of anemia. Thus, the 
objective of this work was to evaluate the parameters of oxidative stress in patients with anemia 
in the municipality of Uruguaiana, RS. Approved by the CEP under number 135092/2017, the 
work was carried out at the Central Health Post and at the BioSul Laboratory, attached to the 
Clinical Analysis laboratory of Hospital de Uruguaiana, RS, where patients signed a free and 
informed consent form and answered a basic questionnaire so that the blood sample can be 
collected by professionals to send it to the Hematology laboratory at UNIPAMPA, where tests 
were carried out to assess oxidative damage (TBARS and protein carbonylation), frequency 
of micronuclei in leukocytes, plasma iron levels. Protein electrophoresis was sent to the Teste 
do Pezinho laboratory in Porto Alegre, RS. The results found showed a statistically significant 
increase (p <0.05) in the levels of TBARS and carbonyl in the hospital and post groups in 
relation to the control group, and an increase in the frequency of micronuclei and in the iron 
levels in the hospital group in control group. Four cases of sickle cell trait were found in 
electrophoresis. Hemoglobin was decreased in the post and hospital groups, but a little lower 
in the hospital. Thus, it is suggested that there is a strong relationship between anemia and 
oxidative stress, and that excess iron may be an aggravating factor in the oxidative damage 
caused in patients at the clinic and hospital.
KEYWORDS: Anemia, Oxidative stress, Iron.

INTRODUÇÃO
De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a anemia é um problema de 

saúde pública, que atinge cerca de um terço da população mundial. A anemia é definida como 
a condição na qual o conteúdo de hemoglobina no sangue está diminuído, acarretando em 
menor capacidade de transporte de oxigênio (O2) e sobrevida dos eritrócitos. (MINISTÉRIO 
DA SAÚDE, 2004).

A anemia mais prevalente no Brasil e no mundo todo é a por deficiência de ferro, que 
é um mineral extremamente importante, e que participa de diversas reações biológicas e 
faz parte do grupo heme da hemoglobina (Hb). Sua síntese deve ser bem controlada, pois 
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pode ocasionar a formação de radicais livres com a reação de Fenton, podendo causar 
lesões em células e tecidos. (GROTTO, 2010).

Os radicais livres (RL) são moléculas muito reativas, pois são produzidos a partir 
de uma molécula que perdeu um elétron em sua camada mais externa de valência. 
(BARREIROS e DAVID, 2008). Segundo Vasconcellos e colaboradores (2014), quando há 
um desequilíbrio entre a formação e a eliminação desses radicais livres, ocorrem lesões 
a biomoléculas como lipídeos, proteínas e ácido desoxirribonucleico (DNA), causando o 
chamado estresse oxidativo, que parece estar envolvido na fisiopatologia da anemia. Isso 
porque a hemoglobina, que é a proteína responsável por fazer as trocas de gás carbônico 
pelo oxigênio, acaba ficando exposta ao ataque de RL na circulação. (CIMEN, 2008; 
SANTIS, 2019).

Para que seja feito o correto diagnóstico do paciente com anemia, deve-se saber 
qual é a causa dessa patologia, se é alguma carência nutricional, como deficiência de 
folato, ferro ou de vitamina B12, ou de origem não nutricional, como as genéticas e as 
hemorrágicas. (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Para isso, é feita a anamnese do paciente, 
os exames físicos e os exames laboratoriais, a fim de se obter uma resposta sobre o 
que está causando essa patologia e para que seja realizada a terapêutica adequada. 
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA DA FAMÍLIA E COMUNIDADE, 2014)

Nesse contexto, torna-se extremamente importante o conhecimento sobre como o 
estado redox pode interferir no funcionamento fisiológico normal e consequentemente na 
qualidade de vida das pessoas com essa patologia. (FIBACH e DANA, 2019). Assim, o 
objetivo deste estudo foi avaliar parâmetros de estresse oxidativo em pacientes anêmicos 
no município de Uruguaiana, RS.

METODOLOGIA
O presente projeto está aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa (CEP – 

UNIPAMPA), sob o número 135092/2017. Este foi realizado no posto de saúde central 
do município de Uruguaiana, junto ao laboratório de análises clínicas do mesmo, e ao 
laboratório Biosul, adjunto a Santa Casa de Caridade de Uruguaiana, autorizado pelo 
diretor responsável técnico Gilnei Porciuncula.

Os participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
ao concordarem em participar do estudo, e responderam a um questionário previamente 
estruturado com perguntas básicas para a realização do estudo. Após isso, a amostra de 
sangue que foi coletada por profissionais nos estabelecimentos e foi encaminhada para o 
laboratório de Hematologia da Universidade Federal do Pampa – UNIPAMPA, onde foram 
realizados os seguintes procedimentos:
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a. Homogeneização do sangue total;

b. Realização do esfregaço sanguíneo em lâmina de microscopia;

c. Centrifugação das amostras, para posterior separação do plasma e do concentrado 
de hemácias.

Carbonilação de Proteínas (CARBONIL)
O dano oxidativo em proteínas plasmáticas foi determinado através da quantificação 

dos grupos carbonila, segundo metodologia descrita por Levine et al., 1990. Foram 
colocados 100uL da amostra (plasma) em dois eppendorfs (branco e amostra), em seguida 
adicionado 100uL de ácido tricloroacético (TCA), e colocados na centrífuga de eppendorfs 
por 10 minutos em 8000 rotações por minuto (rpm). Após, foi descartado o sobrenadante e 
nas amostras adicionado 1mL do reagente 2,4-Dinitrofenilidrazina (DNPH) e nos brancos 
1mL de ácido clorídrico (HCl 2M). Os eppendorfs foram colocados no banho-maria na 
temperatura de 37°C durante 90 minutos. Transcorrido o tempo, os tubos foram colocados 
no vórtex seguida de centrifugação por mais 10 minutos a 8000rpm. O sobrenadante foi 
descartado e adicionado ao pellet de proteína 1mL de solução de etanol:acetato de etila (1:1 
v/v). Os eppendorfs foram agitados no vórtex novamente, centrifugados e o sobrenadante 
removido. Por fim, adicionou-se 200uL de guanidina (6M) em cada eppendorf, que foram 
centrifugados, para então transferir 150uL do sobrenadante em microplacas de 96 poços, 
para posterior leitura espectrofotométrica no equipamento Spectramax M5®, em 370 nm. 
Os dados foram expressos em nmol carbonil/mg proteína.

Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)
Para quantificar o dano oxidativo em lipídeos, foi utilizada a técnica descrita por 

Okawa et al. (1979). Em um tubo de ensaio, adicionou-se 550uL de água destilada, 1mL de 
ácido ortofosfórico (H3PO4) 0,2M, 250uL de ácido tiobarbitúrico (TBA) e 200uL da amostra 
(plasma). Foi confeccionado um tubo do branco, onde foram adicionadas as mesmas 
quantidades dos reagentes porém sem a presença da amostra. Após, os tubos foram 
incubados em banho-maria na temperatura de 95°C por duas horas. A leitura foi realizada 
em espectrofotômetro a 532nm. Os resultados foram expressos em nmol malondialdeído 
(MDA)/mL.

Frequência de Micronúcleos (MN)
Os MN são corpúsculos contendo DNA sem conexão estrutural com o núcleo 

principal da célula, e são indicadores de dano oxidativo e genotoxicidade. A frequência de 
micronúcleos (MN) foi determinada segundo descrito por Schmidt (1975). 

Quando a amostra de sangue chegou até o laboratório, a mesma foi homogeneizada 
durante 10 minutos na velocidade 2000 rpm. Com o auxílio de um capilar, cerca de 10uL de 
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sangue total foram colocados sobre a lâmina de vidro, adicionado o sangue na extremidade, 
e então com a lâmina distensora em um ângulo de 45°, encostou-se a lâmina na gota de 
sangue e deixou-se que a gota se difunda ao longo de toda borda por capilaridade, para 
levar a distensora para frente, de uma vez, de modo que ela carregue a gota de sangue 
pela lâmina.

Após a confecção da lâmina, a mesma foi seca a temperatura ambiente para 
posterior coloração com o kit panótico rápido da Labtest. Com a lâmina pronta, então foi 
realizada a contagem de 100 leucócitos, por observação em microscópio Olympus® em 
objetiva de imersão (1000x) se essas células possuem MN ou não e foram expressos em 
%. (Figura 1).

Figura 1: Leucócito com micronúcleo em objetiva de imersão (1000x)

Fonte: O autor (2020)

Eletroforese
A eletroforese foi utilizada para identificar hemoglobinas variantes, ou seja, anemias 

de origem genética. Para isso, foi separado 200 uL do concentrado de hemácias de 
cada paciente e enviado ao Laboratório do Teste do Pezinho em Porto Alegre, RS. As 
hemoglobinas variantes foram obtidas através do equipamento D10 Bio Rad®.

Ferro Plasmático
Para realizar a análise do ferro total nas amostras com hemoglobinas baixas, >12g/

dL para mulheres e >13g/dL para homens, foi utilizado o plasma desses pacientes e o kit 
Fe Liquiform do Labtest®. O ferro se dissocia da transferrina com a ação de um tampão de 
pH ácido (reagente 1), e o ácido ascórbico (presente no reagente 2) reduz os íons férrico 
a ferroso, e assim formam um complexo magenta brilhante com o Ferrozine®, que tem 
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absorbância lida em espectrofotômetro entre 540 e 580nm, que é proporcional a quantidade 
de ferro na amostra (Tabela 1).

BRANCO TESTE CALIBRADOR
REAGENTE 1 0,8mL 0,8mL 0,8mL

SORO --- 0,1mL ---
CALIBRADOR --- --- 0,1Ml

ÁGUA DEIONIZADA 0,1mL --- ---

Tabela 1: Procedimento do Fe Liquiform Labtest ®

Fonte: Instruções de uso kit Fe Liquiform Labtest®.

 Análise Estatística
Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) e analisados 

segundo ANOVA de uma via e posterior teste de Bonferroni. Os dados são considerados 
estatisticamente significativos para p<0,05.

RESULTADOS
Foram realizadas analises no total de 470 pacientes, sendo 187 obtidos do posto de 

saúde central e 283 do laboratório BioSul, adjunto ao hospital, no município de Uruguaiana, 
RS. O grupo controle utilizado neste estudo foi obtido de voluntários saudáveis recrutados 
junto ao Laboratório de Hematologia e Citologia Clínicas da UNIPAMPA.

Nas figuras 2 e 3 estão apresentados os níveis de TBARS e carbonil nos grupos 
estudados. Observou-se um aumento significativo (p<0,05) nos níveis de TBARS e carbonil 
do grupo posto e hospital em relação ao grupo controle. A média dos níveis de TBARS do 
grupo controle foi de de 9,64 ± 4,55 nmol MDA/mL, enquanto que a média dos níveis do 
grupo posto foi de 42,49 ± 3,14 nmol MDA/mL e do grupo hospital foi de 123,33 ± 2,68 nmol 
MDA/mL. Isso representa um aumento de 134% dos níveis de MDA no grupo hospital em 
relação ao grupo posto. A média dos níveis de carbonil do grupo controle foi de 0,99 ± 0,01 
nmol carbonil/mg de proteína, enquanto que a média dos níveis do grupo posto foi de 3,02 
± 0,02 nmol carbonil/mg de proteína e do grupo hospital foi de 3,73 ± 0,15 nmol carbonil/
mg de proteína. A porcentagem de aumento das proteínas carboniladas do grupo hospital 
foi de 20% em relação ao grupo posto (figuras 2 e 3).



 
Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciências da Saúde 4 Capítulo 25 268

Figura 2: Níveis de TBARS (nmol MDA/mL) nos grupos estudados. *p<0,05

Figura 3: Níveis de proteínas carboniladas (nmol carbonil/mg de proteína) nos grupos 
estudados. *p<0,05

Na avaliação dos MN, houve um aumento significativo (p<0,05) da frequência dos 
MN no grupo hospital em relação ao grupo controle, pois o grupo controle teve a média de 
1,13 ± 0,7 % de MN e o grupo hospital teve a média de 4,53 ± 0,8 % de MN, como mostra 
a figura 4. 
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Figura 4: Frequência de micronúcleos (%) nos grupos estudados. *p<0,05

Na tabela 2 estão apresentados os níveis de hemoglobina. Foi observada uma 
diminuição dos níveis de hemoglobina nos pacientes do grupo posto e hospital em relação 
ao grupo controle. O grupo controle apresentou média de Hb de 14,72 ± 1,04 g/dL, enquanto 
que o grupo posto teve a média de 11,25 ± 0,89 g/dL e o grupo hospital teve a média de 
8,66 ± 1,10 g/dL, como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Níveis de hemoglobina (g/dL) nos grupos estudados. *p<0,05

O ferro total, apresentado na tabela 3, apresentou um aumento significativo (p<0,05) 
no grupo hospital em relação ao grupo controle, este obteve a média de 138,66 ± 2,35 mg/
dL, e o grupo hospital apresentou média de 428,76 ± 4,79 mg/dL. O grupo posto não obteve 
aumento significativo em relação ao grupo controle, pois a média foi 145,09 ± 1,22 mg/dL.
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Tabela 3: Níveis de ferro total (mg/dL) nos grupos estudados. *p<0,05

As hemoglobinas variantes foram detectadas em apenas 1,41% do grupo hospital (4 
pacientes), não sendo encontradas nos grupos controle e posto.

Tabela 4: Percentual de HbS (%) nos grupos estudados

DISCUSSÃO
A anemia é uma condição muito frequente em pacientes hospitalizados, o que explica 

os baixos níveis de hemoglobina encontrados no grupo do hospital, pois os pacientes 
advém de diversos setores, como por exemplo da Unidade de Terapia Intensiva (UTI), 
onde fazem uso de ventilação mecânica por longos períodos em alguns casos, pacientes 
oncológicos e/ou que fazem diálise. Diferente dos pacientes que procuram atendimento 
junto ao Posto de Saúde. (BALART, 2017). 

Neste estudo, foi encontrado um aumento significativo dos níveis de proteínas 
carboniladas, TBARS nos pacientes anêmicos do hospital e posto em relação ao grupo 
controle. Além disso, os níveis de ferro total também encontram-se elevados nos pacientes 
anêmicos do hospital. O ferro quando encontra-se em excesso no seu estado livre se 
acumula em tecidos, células e organelas, e sabe-se que ele pode induzir a lipoperoxidação, 
devido à reação dele com ácidos graxos insaturados. (SANTOS et al., 2014). O excesso de 
ferro tem-se relacionado com o estresse oxidativo e com o desenvolvimento de algumas 
doenças crônico-degenerativas, seja ele acumulado por fatores hereditários ou condições 
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patogênicas, podendo causar alterações no estado redox, prejudicando a síntese de 
proteínas e lipídeos. (LIRA et al., 2015).

A frequência de micronúcleos se mostrou elevada nos anêmicos no grupo do 
hospital, podendo ser por conta do estresse oxidativo, pois muitas anemias são por 
carências nutricionais ou outros fatores que poderiam influenciar, como doença crônica ou 
etiologia da anemia já existentes, causando lesões no DNA. (TOMAZ et al., 2016).

Os níveis de ferro elevados nos pacientes anêmicos do hospital sugerem que a 
anemia por deficiência de ferro não é a mais frequente em pacientes provenientes do 
hospital, podendo então a anemia ser desenvolvida por outros fatores, pois considerando 
que esses doentes vem de diversos setores do hospital, como clínica renal, oncologia, 
entre outros, podendo ser a causa da anemia por doença crônica, com pacientes com 
doenças infecciosas, inflamatórias ou neoplásicas (CANÇADO e CHIATTONE, 2002). 

A anemia falciforme é uma doença genética e inflamatória, sendo responsável por 
internações de recorrência por parte dos pacientes (CARDOSO et al., 2010). A anemia (Hb< 
9,0g/dL), icterícia, crises vaso-oclusivas são sinais e sintomas frequentes nos pacientes. 
Neste estudo foi encontrado apenas 4 casos da forma heterozigota (traço falciforme- HbAS) 
nos pacientes do hospital. Esses pacientes eram assintomáticos e tiveram a descoberta ao 
acaso. 

CONCLUSÃO
Os resultados do presente estudo demonstraram que há uma forte relação entre 

a anemia e o estresse oxidativo, evidenciando então que houve o dano oxidativo pelo 
aumento das proteínas carboniladas, dos níveis de TBARS e pelo aumento da frequência 
de micronúcleos nos pacientes anêmicos. O ferro apresentou-se como um fator importante 
para influenciar o dano causado aos pacientes, pois ele livre em quantidades elevadas 
pode reagir para a formação do radicais livres, que podem culminar no estresse oxidativo.  
Evidenciou também que os pacientes anêmicos do hospital foram os que obtiveram maior 
dano oxidativo quando comparados aos pacientes anêmicos do Posto de Saúde. 
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