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RESUMO

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenga hereditaria homozigotica caracterizada por
anemia hemolitica grave e manifestagdes clinicas variaveis, considerada uma
doenca inflamatdria cronica. A AF resulta de uma mutagao pontual em uma base
nitrogenada no sexto codon do gene da beta globina, levando a substituicdo do
nucleotideo adenina por timina (GAG — GTG), o que resulta na produgdo do
aminoacido valina no lugar do acido glutamico. A fisiopatologia inflamatéria da AF
esta centralizada na capacidade de polimerizacdo da HbS que leva a hemdlise
crbnica e a vaso-oclusdo. Os pacientes com AF encontram-se em um estado
inflamatorio cronico de origem multifatorial, que envolve células endoteliais,
eritrocitos, leucécitos e plaquetas através do aumento nas interagcdes entre célula-
célula e célula-endotélio iniciando uma lesdo endotelial. O estudo foi do tipo
transversal prospectivo com a finalidade de investigar a associagdo dos haplétipos
com o perfil inflamatério de pacientes com AF. Foi realizada a confirmacgdo da HbSS
e em seguida o estudo dos haplétipos da mutacdo BS no gene da cadeia beta
globinica. Foram dosados os marcadores IL-6, IL-8, TNF-a, IL-17, PCR-us, IL-10 e
TGF-f em 67 pacientes com AF e em 26 individuos saudaveis. Observou-se a
prevaléncia do haplétipo Bantu (67,1%) na populagdo de pacientes estudada,
seguido do haplétipo Benin (28,3%). O estudo confirma que os pacientes com AF
encontram-se em um estado inflamatério crénico, pois apresentaram valores
elevados de marcadores pro-inflamatérios e antiinflamatorio, quando comparadas a
individuos saudaveis. O haplétipo Bantu obteve mais elevados indices das citocinas
pré-inflamatérias e da PCR-us quando comparados aos valores para o Haplétipo
Benin. Para o perfil antiinflamatoério, o haplétipo Bantu também apresentou valores
elevados dos marcadores, quando comparados aos pacientes de haplétipo Benin.
Entado, o perfil inflamatério dos pacientes com AF esta associado a polimorfismos
genéticos.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Haplétipos. Inflamacao.



ABSTRACT

The Sickle Cell Anemia (SCA) is an inherited disease characterized by homozygous
severe hemolytic anemia and clinical variables, considered a chronic inflammatory
disease. SCA results from a mutation in a nitrogenous base in the sixth codon of the
beta globin gene, leading to substitution of adenine for thymine nucleotide (GAG —
GTG), which results in the production of the amino acid valine in place of glutamic
acid. The inflammatory pathophysiology of SCA is centered on the ability of HbS
polymerization that leads to chronic hemolysis and vaso-occlusion. SCA patients are
a chronic inflammatory state of multifactorial origin that involves endothelial cells,
erythrocytes, leukocytes and platelets by increasing the interactions between cell-cell
and cell-endothelium starting an endothelial injury. The study was a cross-sectional
prospective in order to investigate the association of haplotypes with the
inflammatory profile of patients with AF. Was performed to confirm the HbSS and
then study the haplotypes BS mutation in the gene for beta globin chain. We
measured markers IL-6, IL-8, TNF-a, IL-17, CRP, IL-10 and TGF-3 on 67 patients
with SCA and 26 healthy subjects. We observed the prevalence of Bantu haplotype
(67.1%) in the patient population studied, followed by the Benin haplotype (28.3%).
The study confirms that SCA patients are in a chronic inflammatory state, as had
elevated markers of proinflammatory and anti-inflammatory when compared to
healthy subjects. The Bantu achieved higher levels of proinflammatory cytokines and
CRP compared to the values for Haplotype Benin. For the anti-inflammatory profile,
Bantu haplotype also showed high levels of the markers when compared to patients
Benin haplotype. Then, the inflammatory profile of patients with SCA is associated
with genetic polymorphisms.

Keywords: Sickle cell anemia. Haplotypes. Inflammation.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Hemoglobina

A Hemoglobina (Hb) tem como principal fungcdo o transporte de oxigénio dos
pulmdes para os tecidos e esta presente no interior dos eritrécitos na forma de uma
proteina globular esferoide. Estruturalmente a molécula de Hb é composta por dois
pares de cadeias globinicas: as cadeias alfa e as cadeias nao alfa (cadeias beta,
delta, gama e epsilon). Cada uma dessas cadeias esta ligada a um grupo prostético
de ferro, denominado heme ou ferroprotoporfirina IX. O grupo heme é responsavel
por ligar-se e/ou liberar o oxigénio nos tecidos, além de conferir a cor vermelha ao
sangue. (BAIN, 2006; PERUTZ et al., 1960)

Cada cadeia de globina € composta por uma sequéncia de aminoacidos. As
cadeias alfa possuem 141 aminoacidos, enquanto as cadeias nao-alfa contém 146.
A diversidade de combinagbes entre as cadeias originam diferentes formas de
hemoglobinas. As diferentes cadeias globinicas s&o sintetizadas em diferentes
estagios da vida e, como consequéncia, geram diferentes tipos de hemoglobinas
que estardo presentes nos eritrécitos durante os periodos embrionarios, fetal ou na
vida adulta de um individuo. (STAMATOYANNOPOLUS; GROSVELD, 2001).

A Hb Gower1 (constituida pelas cadeias globinicas (; e &) € a primeira
hemoglobina sintetizada durante as quatro semanas iniciais do embrido. A partir dai
até a décima segunda semana inicia-se a sintese das cadeias a, 3 e y originando
duas outras hemoglobinas embrionarias: a Hb Portland (C2y2) e @ Hb Gower 2 (awe?).
Apods essa semana de gestagao, o figado torna-se o principal 6érgao hematopoético,
substituindo o saco vitelinico que até entdo desempenhava esta funcdo. Ha, nessa
fase, um aumento na sintese das cadeias a e y iniciando, entdo, a producédo da
hemoglobina Fetal (HbF) (a2y2) que sera a principal Hb durante a fase intrauterina e
ao longo dos primeiros meses de vida do individuo. (MANCA;MASALA, 2008;
STAMATOYANNOPOLUS; GROSVELD, 2001; GROSVELD; DILLON; HIGGS
1993).



15

Ainda na fase intrauterina a Hb A (a2B32), que sera a principal Hb do individuo
adulto, comeca a ser sintetizada. A partir da vigésima semana de gestagao o bago e
a medula 6ssea (MO) tornam-se os 6rgaos hematopoéticos até o nascimento,
quando a MO assume a fungao definitivamente. Ainda antes do nascimento a MO
inicia a produgdo das cadeias globinicas 6 que originardo a HbA; (0282). Apos o
nascimento, com um aumento acentuado da sintese de cadeias § acompanhada da
diminuicdo progressiva das cadeias y, a HbA estabiliza-se até o sexto més de vida
do recém-nascido. (MANCA; MASALA, 2008; STAMATOYANNOPOLUS;
GROSVELD, 2001; GROSVELD; DILLON; HIGGS 1993) (tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo e frequéncia das cadeias de Hb durante os diferentes periodos do
desenvolvimento humano.

Embrionario Grower 1 Cotn 20-40%
Portland ) 5-20%
Grower 2 OpEp 10-20%

Fetal Fetal olaY2 90-100%

Adulto A o2P2 96-98%
A, oSy 2,5-3,5%
Fetal oYz 0,1%

Fonte: adaptada de Fonte - adaptada de KOHNE, 2011.

1.2Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo mutagdes hereditarias nos genes globinicos que
podem resultar na producdo de uma molécula com estrutura anormal ou na sintese
insuficiente das cadeias globina normal (KOHNE, 2011; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004).
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As Hemoglobinopatias podem ser classificadas em:

e Mutacdes estruturais das hemoglobinas: ocorre quando ha a modificacdo de
nucleotideos em genes estruturais da Hb, resultando na sintese de uma
cadeia globinicas anormal (HbS, HbC, HbD, HbE) (KOHNE, 2011; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2004);

e Talassemias: ocasionada pela diminuigdo ou auséncia na sintese das cadeias
globinicas a ou B (originando as talassemias a e ) (KOHNE, 2011; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2004);

e Persisténcia hereditaria de HbF: caracteriza-se pela elevagao de HbF mesmo
em individuos adultos (KOHNE, 2011; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

As hemoglobinopatias sdo as doengas monogénigas mais importantes do
mundo, afetando cerca de 7% da populagdo mundial. Apesar de mais de 700
variantes estruturais da Hb ja terem sido descritas, as mutagdes estruturais da HbS,
HbE, HbC e HbD sdao as mais prevalentes no mundo. A maior parte dessas
hemoglobinas variantes ndo provoca alteragdes fisiopatoldgicas e a grande maioria
foi descoberta em associagdo com talassemias ou com a HbS. (WEATHERALL;
CLEGG, 2001) (tabela 2).

A Hemoglobina E n&o provoca alteragao fisiopatolégica na forma heterozigota
ou homozigotica devido ao fato de ser sintetizada em taxa reduzida. Porém, pode
interagir com a talassemia 3 para produzir uma condigdo chamada HbE-talassemia,
que agrava o quadro do paciente. (VICHINSKY, 2007).

A hemoglobina C, por sua vez, € uma hemoglobina variante que resulta da
substituicdo do aminoacido acido glutamico pela lisina na posigdo 6 da cadeia de 3
globina. A homozigose da HbC, também conhecida como doenga da HbC, evolui de
forma semelhante a anemia falciforme, porém com curso clinico menos grave. Ja
individuos heterozigotos para a hemoglobinopatia ndo apresentam quadro clinico
relevante. (KOHNE, 2011).
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A Hb D (ou Hb de Punjab) afeta o gene 121 da cadeia da B globina,
promovendo uma substituicdo do acido glutdmico pela glutamina. Portadores dessa
mutacao estdo mais propensos a sofrer hemolises, pois apresentam maior facilidade
de pelimerizacdo das hemacias. Portanto, pacientes que apresentem associagao
entre as hemoglobinas S e D (condigdo conhecinda como doenga de HbSD)
desenvolvem condigdes clinicas mais severas semelhantes aos pacientes com
anemia falciforme. Ja o estado homozigoto, € comum por apresentar anemia
hemolitica branda, diminuicdo da fragilidade osmética e presenca de células em alvo
(KOHNE, 2011).

A Hemoglobina S resulta de uma mutac&o estrutural no cromossomo 11 da
cadeia da B globina, acarretando uma substituicdo do aminoacido acido glutédmico
pela valina no sexto cédon. Tal alteragdo estrutural na molécula de Hb (BS) é
originaria da Africa tropical e subtropical, Arabia Saudita e india (YANG; OLNEY,
2000; PAULING et al., 1949).

Tabela 2 - Diagndstico, gendtipo, concentracéo e principais sintomas associados a Hb variantes

Diagnéstico Genotipo  Fragao de Hb Principais Sintomas
Anemia Falciforme HbS: 55-90% Crises de dor
HbA,: > 3,5% Anemia hemolitica crénica
HbF: 10-20% Lesao de 6rgaos

Crises Falciformes

Trago Falciforme HbAS HbS: 35-40% Nenhum sintoma aparente

HbA;: = 3,5%

Doenga da HbSC HbSC HbS: ~ 50% Sintomas moderados da doenca
HbC: ~50% falciforme

HbF: <5% Anemia hemolitica crénica
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Doenga da HbC HbCC HbC: >95% Crises de dor
HbA,. ~2.5%

HbE: ~0.5% Lesé&o de 6rgdos
. ~U. (4

Anemia hemolitica cronica

Diagnéstico Genotipo  Fragao de Hb Principais Sintomas

Heteroziogose de | HbAC HbC: ~50% Nenhum sintoma aparente
HbC HbA: ~47%

HbA,: 3%
Heteroziogose de | HbAE HbE: 25-35% Anemia hipocrémica leve
HbE
Doenca da HbE HbEE HbE: >95% Anemia leve

HbA; : ~2.5%

| IbF <3°/ oli : :ausada por i|I|eCQOGS/
. ()
medicamentos

Fonte - adaptada de KOHNE, 2011.

1.3 Doencga Falciforme - Hemoglobina S

As doencgas Falciformes (DF) sdo o grupo de alteragdes genéticas que se
caracterizam pela presenga da hemoglobina variante S (HbS). Pode haver a
homozigose da HbS ou sua associagdo com outra alteragdo de Hb. Dentre as DF
mais comuns estdo a hemoglobinopatia SC (individuos heterozigotos para os genes
da HbS e HbC); a S-B talassemia (individuos com heterozigose para o gene da HbS
e para talassemia B) e a anemia falciforme (AF) que € a DF mais prevalente sendo
caracterizada pela homozigoze da HbS. (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

O gene falciforme resulta de uma mutagédo pontual que causa a substituicao
do aminoacido acido glutamico pela valina na sexta posigdo do cromossomo 11 da
cadeia da B globina (PAULING et al., 1949). Tal mutagédo acarreta a polimerizagéo
das moléculas dessa hemoglobina anormal (HbS) quando submetidas a baixas
tensdes de oxigénio, conferindo a hemacia uma forma alongada conhecida por
"hemacia em foice" e reduzindo drasticamente seu tempo de vida média para 7 a 25
dias (WEATHERALL; PROVAN, 2000; CHANG et al., 1997).
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Os individuos heterozigotos para o gene BS possuem hemacias com
aproximadamente 20 a 45% de hemoglobina variante e s&o geralmente
assintomaticos, pois suas hemacias apresentam mais resisténcia a falcizacao; ja os
individuos que sdo homozigotos para a mutagao (SS) possuem hemacias contendo
80% ou mais de HbS, e sdo portadores de anemia hemolitica crénica grave,
acompanhada por manifestagbes clinicas varidveis — Anemia Falciforme (AF)
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; CHANG et al., 1997).

Epidemiologicamente, o grupo de doencgas falciformes (DF) é um dos
disturbios genéticos mais frequentes no mundo e no Brasil, onde estima-se a
existéncia de 25 mil a 30 mil portadores de DF e o surgimento anual de 3.500 novos
casos (CANCADO; JESUS, 2007). A estimativa mundial € que aproximadamente 7%
da populagao seja acometida por alteragdes da hemoglobina, representados, na sua
maioria, pelas talassemias e pela doenca falciforme com incidéncia anual de cerca
de 300.000 a 400.000 novos casos (WHO, 1989). Em Fortaleza, Pinheiro e
colaboradores (2006) observaram a prevaléncia de 4,1% de portadores de HbS na
populacdo estudada de 389 recém-nascidos. Tais dados corroboram com dados do
Ministério da Saude onde a prevaléncia do gene falciforme para a regido Nordeste
varia entre 4 e 6%. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; PINHEIRO et al., 2006).

1.4 Anemia Falciforme

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenga hereditaria homozigética
caracterizada por uma doenca inflamatdria crénica com anemia hemolitica grave e
manifestacdes clinicas variaveis (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004; PATHARE et
al., 2003).

A AF resulta de uma mutagdo pontual em uma base nitrogenada no sexto
cdédon do gene da beta globina, levando a substituicdo do nucleotideo adenina por
timina (GAG — GTG), o que resulta na produgao do aminoacido valina no lugar do
acido glutamico (PAULING et al., 1949). Tal mutagdo da hemoglobina faz com que a
mesma polimerize em tensdes diminuidas de oxigénio, formando estruturas
filamentosas que se depositam nas hemacias modificando sua forma. O fenémeno,

que é conhecido como falcizagao pode ser revertido desde que niveis mais elevados
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de oxigénio sejam atingidos. Porém, falcizagbes sucessivas tornam-se irreversiveis
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; CHANG et al. 1997).

Os globulos vermelhos depois de assumirem forma de foice nao circulam
adequadamente na microcirculagdo, acarretando em obstru¢do do fluxo sanguineo
capilar e destruicdo precoce dessas hemacias. O mecanismo fisiopatologico resulta
em graves manifestagdes clinicas (WEATHERALL; PROVAN, 2000).

A formagao dos polimeros de HbS no interior das hemacias gera importantes
alteracbes celulares, dentre elas o efluxo de potassio, o aumento do calcio
intracelular e a exposicdo de moléculas de adesdo na membrana eritrocitaria. Essas
modificagdes provocam: (I) aumento na adesao das hemacias ao endotélio que
desencadeia fenbmenos inflamatérios; (1) enrijecimento da membrana das hemacias
promovendo o encurtando da sua sobrevida na circulagado; (lll) lesbes
microvasculares; (IV) deplecdo de oxido nitrico (NO) que contribui para

vasoconstricao e (V) ativagdo da coagulagéo. (ZAGO; PINTO 2007).

Zago e Pinto (2007) classificam em trés niveis as alteracbes que
correlacionam o defeito molecular da anemia falciforme com as manifestacbes
clinicas da doenga. As primeiras alteracbes ocorrem a nivel molecular e celular,
quando ha mutacado da hemoglobina, polimerizacdo da Hb foicizada e alteracdes na
membrana da hemacia. Alteragdes subsequentes acontecem em érgéos e tecidos
com adesao celular ao endotélio, hipdxia, isquemia e posterior inflamagao seguida
de lesdo microvascular. As ultimas alteracbes seriam a nivel sistémico com crises

dolorosas, anemia hemolitica e insuficiéncia de 6rgaos (ZAGO; PINTO 2007).

As dolorosas crises vaso-oclusivas (CVO) sdo o evento mais comum nos
pacientes com anemia falciforme e caracterizam-se por febre e leucocitose,
manifestando-se em até 50% desses pacientes pelo menos uma vez durante a vida
(REES; GIBSON, 2011). Sdo também as responsaveis pela maioria dos sinais e
sintomas presentes no quadro clinico dos pacientes: ulceras de membros inferiores,
sindrome toracica aguda (STA), sequestro esplénico, priapismo, necrose asséptica
do fémur, acidente vascular encefalico (AVE), retinopatia, insuficiéncia renal crénica
(REES; GIBSON, 2011; ZAGO; PINTO, 2007).
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Um dos mecanismos fisiopatoldgicos da vaso-ocluséo é a adesdo anormal de
hemacias falciformes, granulécitos e plaquetas ao endotélio vascular seguido de
fendbmenos inflamatérios com producdo de intermediarios inflamatorios, como
citocinas que estimulam a produgdo de moléculas de adesdo endotelial (ZAGO;
PINTO 2007; STUART; NAGEL, 2004).

Além disso, as proprias caracteristicas das doencas hemoliticas promovem a
vaso-oclusdo. Nesse grupo de doencgas a destruicdo dos eritrocitos eleva os niveis
de Hb livre no plasma, diminuindo a atividade vasodilatadora do NO, o que contribui
para o fendbmeno vaso-oclusivo. (STEINBER, 2005; STUART; NAGEL, 2004).

1.4.1 Moduladores clinicos da AF

Apesar de todos os pacientes com AF possuirem a mesma mutagao genética,
a doencga apresenta grande variabilidade fenotipica além de fisiopatologia bastante
complexa que parece ser influenciada geneticamente. Concentracdo de HbF,
associagao com a a-talassemia e com polimorfismos genéticos, tém sido utilizados
como subfendtipos em estudos que associam a heterogeneidade clinica da doenca
com moduladores genéticos na AF (STEINBERG, 2009; STEINBERG, 2005;
SEBASTIANI et al, 1999).

Hemoglobina Fetal como modulador da AF

A HbF (a2y2), € o modulador genético mais conhecido da anemia
falciforme. Elevadas concentragdes de HbF, em geral, reduzem a gravidade da AF
pois diluem a HbS circulante. A HbF inibe a polimerizagdo da HbS devido a
formagdo de um hibrido composto pelas duas cadeias de hemoglobinas (a?%). O
hibrido formado entre a HbS/HbF possui maior estabilidade e n&o é incorporada ao
polimero de HbS interrompendo assim, a polimerizacdo das hemacias quando em
baixas tensdes de oxigénio (STUART; NAGEL, 2004). Tal atributo n&o é
compartilhado pelas hemoglobinas A, C, E, que apenas diluem a quantidade de

HbS, porém podem ser incorporadas ao polimero. (STEINBERG, 2009).
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Powars et al. (1984) sugeriram que a concentracao de HbF necessaria para a
prevengao de eventos agudos clinicos é de cerca de 20%, enquanto que para evitar

danos em orgaos o limiar recomendado seria de 10%.

A concentragéo e a expressao da HbF é regulada por interagdes entre fatores
genéticos e ambientais. A regido controladora do locus (LCR) que controla a sintese
dos genes da [-globina, tem um papel importante na expressao da HbF
(STEINBERG, 2009). Sebastiani e cols. (1999) analisaram a influéncia que os
polimorfismos do gene promotor da beta-globina exerciam nos niveis de HbF. O
estudo examinou 100 pacientes com AF entre 1-18 anos e comprovou que pacientes
com o haplétipo Senegal/Benin tiveram niveis de HbF moderados quando
comparados com haplétipo Benin/Benin que estavam duas vezes mais elevados. No
Brasil, Silva e Gongalves (2009) observaram, em um estudo realizado com 47
pacientes adultos com AF, que a concentragdo de HbF fetal € haplétipo dependente
e correlaciona-se diretamente ao curso clinico da doenca. No estudo, o haplétipo
Benin/Benin apresentou niveis mais elevados de HbF e curso clinico mais brando
quando comparados ao haplétipo Bantu/Bantu com niveis menores da HbF e pior

prognostico.

Associagao com a a-talassemia

A presenga concomitante da alfa talassemia esta associada a um efeito
inibitério sobre a formacdo de polimeros de HbS, diminuicdo da hemoglobina
corpuscular média (HCM) e diminuigdo na taxa de hemolise resultando em aumento
da concentracdo de hemoglobina, do numero de eritrécitos, do volume de globular

que resulta em diminuicdo na gravidade clinica da doenga (ADORNO ,2008).

Efeito modulador dos Haplétipos da beta-globina

Os haplotipos da p-globina sédo padrées de polimorfismos do DNA, localizados
no cromossomo 11 de individuos que s&o portadores do gene B°. S&o caracterizados
por produzir variacbes de sequencia na fita de DNA que alteram o sitio de
reconhecimento de uma enzima de restricdo, dando origem a fragmentos de
diferentes tamanhos (ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985) (figura 1). Usando
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uma série de enzimas de restricdo para identificar as alteracdes especificas no DNA,
€ possivel identificar como se constitui as regides adjacentes ao locus beta. O
padrao de combinagdo dos sitios polimérficos para qualquer cromossomo €
chamado de haplétipo (ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).

Os haplétipos séo classificados de acordo com a regido geografica onde foram
identificados: Benin, originario da Africa ocidental; Bantu (ou Central Africano
Republica), proveniente da Africa oriental e centro-sul; Senegal, oriundo da Africa
atlantico-ocidental; Arabe-Indiano, encontrado na india e Peninsula Arébica e
Camardes localizado na costa Africana ocidental (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL,
1989; NAGEL, 1984). Outros haplétipos menos comuns sdo denominados Atipicos
e podem ser gerados por recombinagdes, substituicbes pontuais ou através de
transferéncia de uma sequéncia entre os haplétipos pré-existentes (ZAGO et al.,
2000).

Figura 1 - representagdo dos sitios polimérficos do cluster ° e o padréo de clivagem das enzimas de
restricao.
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Fonte - Adaptada de NAGEL; START, 2004.

Portadores do haplétipo Senegal e Arabe-Indiano normalmente tém o mais
alto nivel de HbF e o curso clinico mais brando. Individuos com haplétipo Bantu
apresentam o menor nivel de HbF e curso clinico mais grave. Portadores do
haplétipo Benin apresentam caracteristicas intermediarias (NAGEL, 1984; NAGEL,;
STEINBERG, 2001). Além de influenciar a concentragdo da HbF (ayy2) , Steinberg
(2009) conclui que os haplétipos também podem modificar a gravidade clinica da AF
através da presenga de SNPs (polimorfismos de nucleotideos simples) que teriam

influéncia reguladora nos genes da y-globina.
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Estudos realizados com diferentes grupos étnicos de pacientes com AF
sugerem que o haplétipo da B-globina pode ser util como um preditor de gravidade
da doengca e como marcador para a heterogeneidade fenotipica da AF.
(STEINBERG, 2009; ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992; POWARS, 1991).

1.4.2 Tratamento

Apesar dos recentes avancos na compreensdao da Anemia Falciforme, as
opcgoes terapéuticas para a doenga ainda permanecem limitadas. Os tratamentos
disponiveis incluem terapias sintomaticas, transfusdes sanguineas regulares, terapia
medicamentosa com hidroxiuréia e transplante de células-tronco hematopoéticas
(IANNONE et al., 2005).

Tratamentos sintomaticos

Analgésicos, inibidores da enzima conversora de angiotensina e antibioticos
sdo os medicamentos mais utilizados para tratar crises algicas, para inibir a
progressao de glomerulonefrite e durante infecgdes recorrentes. A terapia
transfusional também é indicada durante sequiestros esplénicos, crises aplasticas,
sindrome toracica aguda, com a intengao de reduzir a proporgdo de HbS (KOHNE,
2011).

Tratamento curativo

Atualmente, o transplante alégeno de células-tronco é a unica opgédo de cura
para os pacientes com AF (IANNONE et al., 2005). Em 2010, Simbes e cols.
elaboraram o Consenso Brasileiro em Transplante de Células-Tronco
Hematopoéticas (TCTH), onde elegeram os seguintes critérios para a indicagéo de

um TCTH em pacientes com AF:

e Crises vaso-oclusivas recorrentes e/ou priapismo, mesmo apdés uso de
hidroxiuréia por seis meses sem resposta ou contraindicagdo ao uso da
mesma;

e Presenga de vasculopatia cerebral;

e Doencga pulmonar falciforme graus | e II;
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¢ Nefropatia falciforme;

A idade inicial recomendada para a realizagcdo do transplante é de 16 anos. O
TCTH nao é indicado para pacientes em idade mais avancada, devido a falta de
doadores e aos riscos elevados durante o procedimento (SIMOES et al., 2010;
IANNONE et al., 2005).

Hidroxiuréia (HU)

E, no momento, o Unico tratamento preventivo para a AF que pode reduzir o
numero e a severidade das crises dolorosas (em até 75% dos pacientes); diminuir o

numero de episodios de sindrome toracica aguda e a mortalidade (KOHNE, 2011).

A Hidroxiuréia pertence a uma classe de compostos denominados acidos
hidroxdmicos que possuem a capacidade de se ligar aos metais pesados e inativar
uma série de enzimas. O efeito citotdxico primario da HU consiste em inibir a enzima
ribonucleotideo redutase que contém duas moléculas de ferro. A partir desse
mecanismo €& possivel (i) reduzir a producdo de glébulos vermelhos contendo um
elevado nivel de hemoglobina falciforme (HbS), que se originam a partir de
precursores que se dividem muito rapidamente durante a hematopoese e (ii)
favorecer a producéao de eritrécitos contendo um elevado nivel de hemoglobina fetal
(HbF), que tendem a ser formados a partir de progenitores que dividem mais
lentamente (PLATT, 2008) (Figura 2).

Outro efeito potencialmente importante de hidroxiuréia € o resultado do
metabolismo da droga. A HU pode ser oxidada por grupos heme produzindo 6xido
nitrico (NO). O NO, por sua vez, estimula a enzima guanilato ciclase soluvel que
aumenta a expressdo do gene da HbF. Sugerindo, portanto, que um dos
mecanismos de indug¢ao de HbF pelo uso da HU se da através da sintese de NO
como metabdlito do medicamento o (PLATT, 2008; DAVIES; GILMOREM, 2003;
IKUTA; AUSENDA; CAPPELLINI, 2001).

Outros efeitos associados a HU foram observados, apesar de terem
mecanismos ainda desconhecidos: aumento do volume corpuscular médio, melhora
da hidratagdo celular, reticulocitopenia, reducdo da expressao de moléculas de

adesdao na membrana eritrocitaria e da contagem de neutrofilos, aumento da
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eritropoetina e do fator de necrose tumoral alfa e redugédo do numero de glébulos
brancos e plaguetas, amenizando assim as lesbes vasculares e a disfungao
endotelial nos pacientes com AF (PLATT, 2008; DAVIES; GILMOREM, 2003).

A dose inicial preconizada do medicamento é de 15 mg/kg/dia podendo ser
aumentada para 35 mg/kg/dia de acordo com as necessidades individuais de cada
paciente, tendo em vista que uma concentragcdo de 20% de HbF seria necessaria
para a prevengao de eventos agudos clinicos, enquanto uma concentragéo de 10%
evitaria danos em 6rgaos. (KOHNE, 2011 POWARS et al., 1984).

Figura 2 - Efeito da HU induzindo a sintese da HbF em detrimento da sintese de HbS.
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Fonte - PLATT, 2008.

Charache et al. (1995) demonstraram a eficacia de hidroxiuréia na redugao da
morbimortalidade em adultos com AF em um estudo realizado com 299 pacientes
que foram divididos aleatoriamente e tratados com hidroxiuréia ou placebo. Como
resultado, observaram a diminuigao da incidéncia de crises dolorosas de 4,5 por ano
para 2,5 por ano nos pacientes tratados com o medicamento. Steinberg e cols.
(2003) observaram apo6s 9 anos de seguimento, que pacientes em tratamento com
HU apresentaram uma reducdo do numero de crises dolorosas, dos eventos vaso-
oclusivos, dos episédios de sindrome toracica aguda e de internagdes, além de uma
reducao na taxa de mortalidade de 40% quando comparados aos pacientes em uso

de placebo.
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Outro estudo multicéntrico realizado por Moore e colaboradores (2000) com
299 pacientes analisou a relagdo de custo-beneficio associado a HU. O grupo de
pacientes em tratamento com HU foi associado aos menores custos com
hospitalizagdes, servicos de emergéncia, transfusbes sanguineas e sindromes
toracicas agudas. Ao final do acompanhamento, o custo médio anual por paciente
recebendo hidroxiuréia foi de $16.81 enquanto os custos médios anuais por paciente
que receberam placebo foi de $22,02. O estudo também revelou que mesmo com o
aumento dos custos de monitoramento que se fazem necessario para o tratamento
com essa droga a redugao total de custos com assisténcia médica ainda é favoravel
a HU.

Como efeitos adversos da HU, principalmente a curto prazo estdo a
mielossupressdo e o surgimento de citopenias que devem ser monitoradas
cuidadosamente nos pacientes em tratamento. Outras toxicidades relacionadas com
os agentes quimioterapicos, como perda de cabelo, erupg¢des cutaneas, disturbios
gastrointestinais e febre também foram relatadas. A figura 3 avalia a eficacia e a
toxicidade da HU no tratamento da AF (SIMOES et al., 2010; DAVIES; GILMOREM,
2003).

Figura 3 - Eficacia e Toxicidade da HU no tratamento da AF.
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Insuficiente

Insuficiente

Baixo

Fonte - DAVIES; GILMOREM, 2003.

1.4.3 O processo inflamatério na AF

Os pacientes com AF encontram-se em um estado inflamatdrio cronico de

origem multifatorial, que envolve células endoteliais, eritrocitos,

leucdcitos e
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plaquetas através do aumento nas interagdes entre célula-célula e célula-endotélio
iniciando uma lesao endotelial (ZAGO; PINTO,2007).

Kato, Gladwin e Steinberg (2007) descrevem um modelo de sobreposi¢ao de
dois subfenétipos associados ao quadro inflamatério cronico dos pacientes com AF:
(i) fenbmenos vaso-oclusivos e (ii) disfungao endotelial causada por hemdlises. No
modelo proposto, pacientes com niveis mais elevados de hemoglobina S
apresentam maiores chances de desencadear complicagdes vaso-oclusivas, devido
maior polimerizacdo da HbS que resulta em falcizagdo de eritrocitos e adesao
endotelial. Tais complicacbes clinicas associadas a esse fendtipo seriam
osteonecrose, sindrome toracica aguda e episoddios dolorosos (KATO et al., 2009;
KATO; GLADWIN; STEINBERG , 2007).

Por outro lado, pacientes com concentracdo diminuida de HbS e niveis
elevados de marcadores de hemolise, como contagem de reticuldcitos,
desidrogenase latica sérica (LDH), hemoglobina livre, arginase e aumento do NO
apresentam um conjunto distinto de complicagdes provenientes de hemdlises que
envolvem também a disfuncdo endotelial. Ha entdo, nesses pacientes, maiores
chances de desencadeamento dos subfendtipos de hipertensao pulmonar, derrame
cerebral, ulceras de perna e priapismo (KATO et al., 2009; KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007) (Figura 4).

Figura 4 - Modelo evidenciando dois subfenoétipos da AF que associam o perfil inflamatorio
crénico com as manifestacdes clinicas da doenca.
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Niveis diminuidos de HbS estao associados a manifestagdes provenientes de hemdlises intravascular
e lesdo endotelial como hipertensdo pulmonar, ulcera de pele, priapismo e doenga cérebro vascular
isquémica. Com o aumento da HbS e decréscimo da HbF os pacientes tendem a apresentar pior
curso clinico da doencga associado a vaso-oclusao, com crises dolorosas, sindrome toracica aguda e
osteonecroses.

Fonte - adaptada de KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007.
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A fisiopatologia inflamatéria da AF estd centralizada na capacidade de
polimerizagao da HbS que leva a hemdlise crbnica e a vaso-oclusdo (STEINBERG,
2006).

A hemdlise dos eritrocitos causa a deplecdo do NO que € vasodilatador,
liberacdo de endotelina 1 que € um potente vasoconstritor e maior exposicdo de
moléculas de adesao endotelial como VCAM-1 e ICAM-1. Ocorre entdo a migragao
de leucécitos e plaquetas para esse micro ambiente pro-inflamatério com
consequente producao de citocinas (IL-1, IL-6,IL-8, TNF-a) e de superdxidos que
irdo lesar mais ainda o endotélio e recrutar maior quantidade de células ativadas
para o sitio da injuria, instalando-se, portanto, um estado inflamatério crénico (KATO
et al., 2009).

Ja a vaso-oclusdo, processo pelo qual a perfusdo normal dos tecidos é
interrompida por hemacias falciformes (STEINBERG, 2008), é o resultado de
interacbes de diferentes tipos celulares, como células falcizadas, reticulécitos,
leucdcitos ativados, células endoteliais ativadas, plaquetas e proteinas plasmaticas
(CHIANG; FRENETTE, 2005).

Entdo, vaso-oclusdes recorrentes, crises hemoliticas e consequente ativacao
do endotélio vascular, induzem respostas inflamatérias continuas na AF, que se
manifestam por elevacdo nos niveis de citocinas inflamatdrias, diminuicido da
biodisponibilidade do 6xido nitrico e stress oxidadivo (CONRAN; COSTA, 2009a). Os
principais marcadores de inflamacédo, que encontram-se elevados nos pacientes
com AF, incluem leucdcitos, plaquetas, proteina C-reativa, a-2 macroglobulina,
transferrina e interleucinas pré-inflamatérias (IL -2 , IL-4, IL-6, IL-8) (OKPALA, 2006).

1.4.3.1 Moléculas e Células envolvidas no estado inflamatoério da AF

Citocinas e proteinas de fase aguda

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular produzidas por diferentes
tipos celulares do sistema imune e que atuam na comunicagédo entre as células,

promovendo a indugao ou regulacéo da resposta imunologica. A sintese de citocinas
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€ desencadeada por diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou
estresse. Frequentemente apresentam agao pleiotrépica e redundante. Isto significa
que a mesma citocina pode apresentar diferentes atividades, dependendo das
condicbes do microambiente celular e que diferentes citocinas podem exercer a
mesma fungdo efetora. Podem ainda potencializar ou inibir o efeito de outras
citocinas, provocando efeito cascata. Dentre as principais fungcdes exercidas por
essas células, vale ressaltar: indugédo da inflamacgao, regulagdo da fase de resposta
aguda, ativacdo de linfécitos, controle da sintese de anticorpos, entre outros.
(BILATE, 2007).

As citocinas determinam o perfil de resposta imune a ser produzido no
individuo, pois exercem influéncia direta na ativagdo e diferenciacdo das
subpopulagdes linfécitos T. A presencga de IL-12 e IFN-y, por exemplo, determinam
um perfil inflamatorio onde células T CD4+ se diferenciam em linfécitos T helper tipo
1 (Th1). Altos niveis de IL-4, por sua vez, determinam um perfil anti-inflamatério, pois
ocorre a diferenciagdo em linfocitos T helper tipo 2(Th2). Atualmente, outras
subpopulagdes de linfocitos T foram descritas de acordo, também, com o padrao de
citocinas produzidas e sua atividade, como é o caso da IL-10 e TGF que determinam
um perfil de linfécitos chamados de células T reguladoras (Treg), devido sua
capacidade de supressao da resposta imune; a producao de IL-17, por sua vez, esta
associada a um perfil inflamatério com diferenciacdo nas células Th17 (BILATE;
2007).

A seguir uma breve revisédo sobre as principais citocinas envolvidas na AF:

e Fator de Necrose Tumoral (TNF)

Sintetizado principalmente por fagocitos mononucleares ativados, a principal
atividade biologica do TNF-a € como principal mediador da resposta inflamatéria
aguda recrutando neutréfilos e mondcitos para o local da inflamagéo através de

diversos mecanismos:

— Induz no endotélio a expressdao de moléculas de adesdo para neutrofilos,
monacitos e linfécitos, principalmente selectinas e integrinas;
— Estimula as células endoteliais a secretarem quimiocinas que acentuam a

afinidade entre as integrinas expressas e seus ligantes leucocitarios;
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— Induzem a quimiotaxia e o recrutamento de mais leucocitos para o foco
inflamatario.

Elevadas concentracdes de TNF estimulam a producéo de IL-6, que por sua vez
induzem a liberagdao de proteinas de fase aguda de inflamacgao pelos hepatécitos
(BILATE, 2007; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003; MAKIS; HATIZIMICHAEL;
BOURANTAS, 2000).

e |[nterleucina -6

A IL-6 é uma citocina pleiotropica que atua tanto na imunidade natural quanto
adquirida, influenciando respostas imunes antigeno-especificas e reacgdes
inflamatérias. E sintetizada principalmente por fagécitos mononucleares, células
endoteliais e fibroblastos em resposta a outras citocinas, como IL-1 e TNF-a. Na
imunidade inata a IL-6 estimula a sintese de mediadores da fase aguda da
inflamacédo nos hepatdcitos e, portanto, esta envolvida na resposta inflamatéria
aguda. Participa também da resposta imune mediada por células, uma vez que
estimula a producao de citocinas pro-inflamatdrias (IL-17) e inibe a agao das células
T reguladoras. Tem ainda agao importante na atragdo de eosindfilos para o local de
inflamagédo (BILATE, 2007; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003; MAKIS;
HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000).

e |Interleucina -17

As células T CD4+ sao as principais produtoras da IL-17, que pertence ao grupo
de citocinas que medeiam e regulam a imunidade adquirida. Porém, ha uma relagao
estreita entre a interleucina 17 e as citocinas produzidas durante reagbes imunes
naturais, como a IL-6, que é responsavel pela diferenciacdo e manutencdo das
células Th17 produtoras de IL-17. Como principal atividade, a IL-17 estimula células
endoteliais e macréfagos a produzirem IL-1, TNF e quimiocinas que promovem o
recrutamento de neutrofilos para o local do estresse inflamatério. A IL-17 aumenta
também a expressdo de ICAM-1 no endotélio (BILATE, 2007; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2003; MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000).

e Interleucina-8

E produzida principalmente por células endoteliais em regides de injuria e

leucdcitos ativados, a partir de estimulos, como elevadas concentragdes plasmaticas
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de IL-1, TNF-a e IFN-y. A IL-8 € uma quimiocina, ou seja, faz parte de um subgrupo
de citocinas que controlam a adesao, a quimiotaxia e a ativagao dos leucdcitos. A
principal agao da IL-8 € exatamente o estimulo migratério para o recrutamento das
células inflamatérias e o aumento da expressado de moléculas de adesao por células
endoteliais. Na AF a IL-8 promove o aumento na aderéncia das hemacias
falciformes ao endotélio vascular via ativagao da integrina a4p1(ou VLA-4) e através
do aumento da fibronectina endotelial. Os receptores de VLA-4 nos reticulocitos
falciformes sao ativados através da IL-8 (BILATE, 2007; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2003; MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000).

e |[nterleucina -10

A IL-10 é um potente inibidor de macréfagos e células dendriticas e, portanto,
esta envolvida no controle das respostas imunes natural e mediada por células. E
sintetizada, primordialmente, por células T reguladoras e macréfagos ativados. A
principal fun¢do da IL-10 é inibir a sintese de outras citocinas, como o IFN-y, IL-2, IL-
12 e TNF. Inibe ainda a proliferacdo e a funcdao de células do perfil Th1,
favorecendo, entdo, o desenvolvimento de respostas do perfil anti-inflamatério Th2
(BILATE, 2007; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003; MAKIS; HATIZIMICHAEL;
BOURANTAS, 2000).

Na AF, as citocinas estao envolvidas no processo de vaso-oclusado, através dos
seguintes mecanismos (BILATE, 2007; MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS,
2000):

Ativacao endotelial;
Inducado da interagdo entre eritrocitos e células endoteliais;
Inducdo da adesao de neutrdfilos ao endotélio e a fibronectina plasmatica;

Ativacao plaquetaria;

a b 0 nh =

Hiperplasia vascular.

A Proteina C-reativa (PCR) é uma proteina inflamatéria de fase aguda,
sintetizada principalmente no figado, e regulada por citocinas como IL-6 e TNF. A
PCR esta envolvida na disfungcédo endotelial, pois penetra na parede arterial através

do fluxo sanguineo e dirige-se aos locais de disfungc&o endotelial favorecendo um
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estado proé-inflamatério. Os niveis de PCR estdo inversamente relacionados a
sintese de oOxido nitrico endotelial. Além disso, induz o aumento da liberagdo da
endotelina-1, da expressao de ICAM-1 e VCAM-1 nas células endoteliais; eleva
também a adesdo de leucécitos e a liberacdo, pelos mondcitos, de citocinas
inflamatorias, como IL-1p, IL-6 e TNF (SZMITKO et al., 2003; BLAKE; RIDKER,
2001).

A fibronectina plasmatica também é uma proteina de fase aguda de inflamagéao e
sua sintese é regulada pelas interleucinas 1 e 6. Sua principal atividade é mediar a
ligagdo entre células endoteliais e eritrocitos falciformes através dos receptores CD-
36 (MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000).

Eritrocitos e Reticulocitos

Os eritrocitos que assumem forma de foice na AF contribuem diretamente
para o quadro inflamatério. A polimerizacdo das moléculas de HbS leva a uma
alteracdo na conformacdo e na estrutura de membrana da hemacia falciforme
promovendo uma exposi¢cao extracelular de glicolipideos que, normalmente soé
seriam encontrados no interior dos eritrocitos, como a fosfatidilserina. Ha ainda no
eritrécito falcizado a expressdo anormal de moléculas de adeséo, tais com a CD47 e
BCAM que propiciam uma maior adesao dessas células ao endotélio. Portanto,
durante o estresse inflamatoério, a adesdo de hemacias SS as células endoteliais
encontra-se aumentada. (FRENETTE; ATWEH, 2007; ZAGO; PINTO, 2007).

Por se tratar de uma das células com maior capacidade de aderéncia
endotelial, os reticulécitos sdo de grande importdncia para a vaso-oclusdo e
encontram-se em maior numero nos pacientes com AF, devido a anemia hemolitica
crénica. Os reticulécitos dos pacientes com AF apresentam em sua superficie, o
complexo de integrinas a4p1que se liga a fibronectina e a VCAM-1; e o receptor CD-
36 que interage com o receptor CD-36 presente nas células endoteliais, através da
ligacdo da trombospondina. (KASSCHAU; BARABINO, 1996; KUMAR, et al., 1996).

Células endoteliais, Plaquetas e Leucécitos

O endotélio vascular encontra-se em estado ativado na AF devido a varias

condicdes da doenca: hipdxia, infecgdes e aumento das concentragdes plasmaticas
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de citocinas proé-inflamatérias, como TNF -a, IL-18 e IL-6. (CONRAN; COSTA,
2009b). A ativacado endotelial ocorre na presenga de mediadores inflamatdrios, tais
como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-18 (IL-1B), PCR e
endotelina-1 (ET-1) que induzem a expressdo de moléculas adesivas. A
hemoglobina plasmatica livre, proveniente das hemolises também tem um efeito
lesivo direto nas células do endotélio (CONRAN; COSTA, 2009 (b)).

Como resultado da elevacdo da concentragcdo dessas citocinas, ha um
aumento na expressado das moléculas de adesao endotelial (VCAM-1, ICAM-1, E-
selectina, P-selectina, trombospondina, fibronectina e integrinas) que interagem com
moléculas de adesao presentes em eritrécitos falcizados, reticulécitos, leucdcitos e
plaquetas (JOHNSON; TELEN, 2008; FRENETTE; ATWEH, 2007).

O endotélio ativado é capaz de estimular a agregagao de plaquetas através
da liberagdo de ADP, fator tecidual, fator de Von Willebrand e de moléculas de
adesao plaquetaria (GPIb, PSGL-1 e ICAM) evidenciando que, durante os processos
inflamatdrios, a adesdo de plaquetas a parede do vaso esta frequentemente
aumentada quando comparados ao endotélio saudavel (ou ndo ativado) que em
geral, inibe a adesdo de plaquetas devido produgdo de fatores anti-tromboticos,
como o0 NO,; (CONRAN; COSTA, 2009(b)).

Estudos sugerem ainda que as plaquetas dos pacientes com AF circulam em
um estado ativado, pois apresentam aumento das propriedades adesivas, da
expressao de P-selectina e de marcadores de ativagao plaquetaria (CANALLI et al.,
2008). Ataga e Key (2007) associaram o aumento do numero de plaquetas ao
estado de hipercoagulabilidade sanguinea desses pacientes. Portanto, as plaquetas
que se encontram em maior numero e em estado ativado na AF, expressardo maior
quantidade de moléculas de adesdo, produzirdo maior numero de citocinas
inflamatdrias (IL-1 e IL-8) e de proteinas de fase aguda (trombospondina) e
recrutardo mais células para o sitio da lesdao endotelial, culminando com o fenédmeno
vaso-oclusivo (ATAGA; KEY 2007).

Com a ativagdo endotelial, ocorre também o recrutamento, ativacdo e a
adesao dos leucdcitos, sendo as selectinas L e P responsaveis pelo rolamento dos
leucocitos sobre a parede do endotélio, enquanto a adesdao € mediada pelas
integrinas (Mac-1 e LFA-1) (CANALLI et al. 2008).
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Nesse microambiente inflamatério que se instaura nos pacientes com AF, os
leucdcitos desempenham um papel fundamental. Por se tratarem de células grandes
e que nao se deformam com facilidade sdo capazes de obstruir o lumen vascular.
Durante o fluxo sanguineo normal, os eritrocitos circulantes podem interagir com os
leucécitos aderidos, sofrer desoxigenacdo e posterior falcizagdo (FRENETTE;
ATWEH, 2007; CANALLI, et. al., 2008). Entdo, ao aderirem ao endotélio vascular e
obstruirem o Ilumen, os leucocitos promovem agregagdo de outras células
sanguineas, aumento da expressao endotelial de moléculas de adesado, dano e
injuria tecidual o que exacerba ainda mais o processo inflamatério local (CONRAN;
COSTA, 2009(b)).

Os Neutréfilos dos pacientes com AF apresentam maior capacidade de
adesdo a fibronectina e a endotelina quando comparados aos neutrdfilos de
individuos saudaveis e, portanto, estabelecem uma relacéo direta com a severidade
da doenga (JOHNSON; TELEN, 2008). Canalli e colaboradores (2008) confirmaram
0 aumento da capacidade dos neutréfilos de individuos com AF de aderir a
fibronectina, um componente da matriz extracelular, e ainda demonstram uma
capacidade aumentada destas células para aderir a ICAM-1, uma molécula de
adesao que é expressa em células endoteliais ativadas. Canalli e cols. (2004)
demonstraram que os eosinodfilos dos pacientes com AF também se encontram mais

elevados e apresentam propriedades adesivas aumentadas.

Oxido Nitrico (NO)

O NO participa ativamente do quadro inflamatério da AF. Por ser um potente
vasodilatador, a deplecdo crénica NO pode contribuir para vasculopatia,
vasoconstricao e hipertensdo pulmonar (ROTHER et al., 2005). A redugéao local de
NO, causa vasoconstricdo e por sua vez, retarda o fluxo sanguineo, favorece o
processo de falcizacio dos eritrocitos, aumenta a ativagao plaquetaria e a expressao
das moléculas de adesao nos leucécitos e nas células endoteliais (ZAGO; PINTO
2007).

O oxido nitrico é produzido pela enzima o6xido nitrico sintase que utiliza L-

arginina como substrato e liga-se a guanilato ciclase soluvel, convertendo GTP em
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cGMP e promovendo relaxamento do musculo liso vascular e vasodilatagao (KATO;
GLADWIN; STEINBERG, 2007).

Com a hemolise intravascular dos eritrocitos falciformes, ocorre liberagao de
hemoglobina livre, arginase, e lactato desidrogenase (LDH) no plasma sanguineo. A
partir dai ha uma deplecdo acentuada do NO por dois mecanismos diferentes. No
primeiro deles, moléculas de hemoglobina livre reagem com NO formando meta
hemoglobina e nitrato inerte. Através de um segundo mecanismo, a arginase
plasmatica consome a L-arginina originando ornitina (KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007).

O NO também é consumido através das reacbes com espécies reativas de
oxigénio (O2) que séo produzidas devido aos elevados niveis da enzima xantina
oxidase e da atividade do NADPH-oxidase, como o peroxinitrito (ONOO-) que é
lesivo as células (Figura 5) (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

Figura 5 - Mecanismos de consumo do NO devido a hemdlise intravascular.
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No processo fisioldgico normal, a L-arginina atua como substrato da enzima 6xido nitrico sintase para
a sintese de NO. Com a hemolise dos eritrécitos falciformes ha a liberacdo plasmatica de
hemoglobina livre que reage com NO formando meta hemoglobina e nitrato inerte (A) e arginase que
consome a L-arginina originando ornitina (B). Ambos os mecanismos contribuem para a deplecdo
acentuada do NO, proveniente da hemdlise intravascular na AF.

Fonte - Adaptado de KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007.

1.4.3.2 Instauragao e manutenc¢ao do quadro inflamatério
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Diante do ambiente inflamatério que foi exposto, interagdbes moleculares
promovem a manutencdo de um estado de estresse inflamatério que culmina na
vaso-oclusdo. Mesmo durante a fase de estado estacionario da doenga, pacientes
com AF produzem constantemente citocinas inflamatorias, expressam VCAM em
células endoteliais, sintetizam fibronectina e quimiocinas e expressam VLA-4 nas
hemacias falciformes (STUART; NAGEL, 2004; MAKIS; HATIZIMICHAEL;
BOURANTAS, 2000). O aumento das interagbes dessas células ao endotélio
durante o estado estacionario leva a ativagdo e ao dano endotelial crénico e a
producdo de mais citocinas e mediadores inflamatérios o que ocasiona vaso-
oclusdes subclinicas. Citocinas secretadas (i) pela ativacdo endotelial (IL-1,IL6,IL-8,
TNF) (ii) pela ativagdo de plaquetas (IL-1 e TNF) (iii) e por monécitos e macrofagos
(IL-1 e TNF) ativam ainda mais o endotélio e criam um circulo inflamatoério crénico
que € caracteristico da AF (Figura 6) (STUART; NAGEL, 2004; MAKIS;
HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000).

Figura 6 - Participagao das células e moléculas na instauragdo e manutengao de um ciclo inflamatério
cronico a partir de interagdes entre célula-célula e célula-endotélio.
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A integrina 041 presente no eritrécito liga-se @ VCAM-1 e a fibronectinas endotelial e plasmatica. A
trobospondina (TSP), produzida pela ativagao das plaquetas liga as células endoteliais aos eritrécitos
falciformes através dos receptores CD-36, enquanto o Fator de von-Wilebrand (FVW) liga o endotélio
a células falciformes. Os neutrofilos ativados apresentam aumento da capacidade adesiva tanto ao
endotélio, quanto a hemacias falcizadas e a fibronectina plasmatica. O aumento das interagdes entre
essas células, leva a ativagao e ao dano endotelial crénico com produgéo de citocinas inflamatérias
(IL-1,IL-6,IL-8, TNF-a), expressdo de mais moléculas de VCAM no endotélio e aumento de VLA-4 nas
hemacias falcizadas. As interleucinas que foram sintetizadas também induzem a produgdo de
proteinas hepaticas de fase aguda, culminando com uma crise vaso-oclusiva e um quadro
inflamatério marcante e vicioso.

Fonte - MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000.
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Na pratica, estudos comprovam os niveis elevados desses marcadores.
Lanaro et al.(2009) avaliaram os niveis das citocinas TNF-a, IL-8 e IL-10 em
pacientes com AF que se encontravam em tratamento ou ndo com HU e
compararam esses valores com os de individuos saudaveis. Nos resultados,
observaram que o0s niveis plasmaticos do TNF-ae da IL-8 mostraram-se
significativamente em pacientes quando comparados com individuos saudaveis.
Para a IL-10, porém nao foi observada diferenga significativa entre os grupos.
Acerca da influéncia da HU no perfil inflamatério, os pacientes em terapia com HU
apresentaram niveis plasmaticos significativamente inferiores de TNF-a. quando
comparado com aos pacientes sem o uso do medicamento. Outro achado inportate
foi o aumento da IL-10 no plasma de pacientes em uso de HU, confirmando a

participacao da citocina no papel antiinflmatorio.

Makis e cols. (2006) descrevem a PCR e VCAM-1 como marcadores de
severidade na AF. No estudo os autores avaliaram os niveis de IL-1; IL-2; IL-6; IL-8;
IL-12; VCAM-1; ICAM-1 e PCR em 35 pacientes com AF e comparam com um grupo
de individuos saudaveis. Como resultado, encontraram um aumento significativo nos
valores de VCAM-1, ICAM-1, PCR e IL-8 dos pacientes com AF se comparado aos
controles de individuos saudaveis e niveis equivalentes de IL-1, IL-2, IL-6, IL-12

entre os grupos em estudo.

Um estudo recente avaliou a influéncia dos polimorfismos nos genes da IL-8 e
do TNF-a na clinica dos pacientes e obteve como resultado que a elevagao nos
niveis de IL-8 é um fator de mal prognostico, pois diminui a quantidade de HbF e
aumenta a HbS nos pacientes. Os mesmos autores também avaliaram a influéncia
dos haplétipos da B-globina nos eventos clinicos dos pacientes e apontaram o
haplétipo Bantu como fator de prognéstico, pois ha um amento no risco de sequestro
esplénico nos pacientes desse haplétipo (CAJADO et al., 2011). Estudos recentes
buscam associar a participagdo dos mediadores inflamatérios as caracteristicas
clinicas ou aos moduladores genéticos da doenga, como é o caso do presente

trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

O estudo teve como objetivo principal avaliar a associagédo dos haplétipos do
cluster BS no perfil inflamatério de pacientes com AF acompanhados no ambulatério
de hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), da Universidade

Federal do Ceara, em Fortaleza (CE), regido nordeste do Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Tracar o perfil inflamatério dos pacientes com AF frente a populagao
saudavel através das dosagens de IL-6, IL-8 IL-17, TNF-a, PCR-us, IL-
10 e TGF-B;

e Avaliar a correlacdo entre as concentracbes de HbF e o perfil
inflamatdrio dos pacientes com AF;

e Avaliar a correlacdo entre as concentragdes de HbS e o perfil
inflamatdrio dos pacientes com AF;

e Avaliar o efeito da terapia com HU nos niveis plasmaticos de
marcadores inflamatérios nos pacientes com AF.

e Determinar os haplétipos do cluster S de pacientes com AF em
Fortaleza;

e Avaliar a associagao dos haplétipos da beta globina nos paréametros
hematoldgicos e na concentragdo de HbS dos pacientes com AF;
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Desenho do estudo

O estudo foi do tipo transversal com a finalidade de investigar a associagéao
dos haplétipos do gene da beta globina com o perfil inflamatério de pacientes com

anemia falciforme.

No periodo entre agosto de 2011 e junho de 2012, foram convidados a
participar da pesquisa, de forma voluntaria pacientes adultos com diagndstico
clinico e laboratorial de AF, atendidos no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC) e em acompanhamento ambulatorial no Centro de Hematologia e

Hemoterapia do Ceara-HEMOCE e individuos saudaveis.

3.2 Casuistica
O estudo foi composto por dois grupos:

— Grupo |: constituido por 67 pacientes com AF;

— Grupo II: formado por 26 individuos saudaveis;
3.2.1Grupo de pacientes com AF

Foram convidados a participar do estudo, pacientes adultos, de ambos os sexos,
com diagnostico clinico e laboratorial de anemia falciforme que foi confirmado
posteriormente através da técnica da reacido em cadeia mediada pela polimerase e

polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restricao (PCR-RFLP).

Critérios de Inclusao e Exclusao:

Os pacientes que foram selecionados a participar do estudo encontravam-se

durante fase estacionaria da doenca, de acordo com os critérios de Ballas (2011):
e Auséncia de crises dolorosas por quatro semanas consecutivas;
¢ Nenhuma admissao hospitalar nos ultimos 2-3 dias;

e Historico negativo de transfusdo sanguinea durante os 4 meses

anteriores;
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e Nenhuma intercorréncia de infeccdo ou inflamagdo nas ultimas 4

Semanas,

e Nenhum tratamento com medicamentos que possam afetar o
hemograma (antibioticos, imunossupressores, entre outros) durante as

ultimas 3 semanas.

Os seguintes critérios de exclusao também foram aplicados:

e Pacientes que nao faziam uso de HU;

e Pacientes em uso de HU, por um periodo de tratamento menor que 6
meses;

e Pacientes em uso de HU em uma dose inferior a 500mg/dia ou superior
a 1,5mg/dia;

¢ Quando se recusaram a participar do estudo ndo assinando o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Caracterizagcao da populagao estudada

Dos 67 pacientes selecionados, 30 (44,8%) eram do sexo masculino e 37

(55,2%) do sexo feminino, a idade da populagédo variou entre 21 e 66 anos com

média 34,9 (£11,3) anos. Os pacientes se encontravam em tratamento com HU em

uma dose que variava entre 15 e 25mg/kg/dia, com média diaria de 20 (£0,6) mg/kg

e por um periodo de tempo compreendido entre 6 e 60 meses, em média 18 (+3,4)

meses.

Os pacientes foram estratificados quanto aos haplétipos do gene BS em:

Bantu/Bantu (n=31); Bantu/Benin (n=22); Benin/Benin (n=8) e Bantu/Atipico (n=6) e
também quanto ao tempo de tratamento e a dose administrada de HU (SILVA et al.,
2012; FRIEDRISCH, J.R. et al, 2008).

- Quanto a dose diaria: 67 pacientes, 38 (56,7%) recebiam uma dose menor

que 20mg/kg/dia de HU, enquanto 29 (43,3%) pacientes recebiam dose =2
20mg/kg/dia de HU;
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- Quanto ao tempo de tratamento: 41 (61,2%) pacientes faziam uso da HU por
um tempo inferior a 20 meses e 26 (38,8%) permaneciam no tratamento por um

periodo 220 meses.

3.2.2Grupo Controle

Foram incluidos na pesquisa 26 individuos saudaveis para compor o grupo
controle, sendo 11 do sexo masculino (42,2%) e 15 (57,7%) do sexo feminino. A
idade média da populagao foi de 31 (x2,1) anos e variou dentro do intervalo entre 22
e 53 anos. Os individuos apresentavam perfil eletroforético (HbAA), com auséncia
de doenca infecciosa ou inflamatéria em um periodo inferior a 4 semanas, captados

na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Ceara.

3.3 Local de estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Hemoglobinopatias e Genética
das Doengas Hematolégica (LHGDH) do Curso de Farmacia da UFC e no

ambulatério do HUWC da Universidade Federal do Ceara.

3.4 Coleta das Amostras biolégicas

Foram coletados 8mL de sangue venoso em EDTA para a extracdo de DNA
genbmico, dosagem das citocinas e de PCR-us. O DNA genémico e o plasma foram

armazenados a -80°C até a sua utilizagao.

3.5 Coleta dos dados laboratoriais

Os dados laboratoriais (Hb, Ht, HCM, VCM, CHCM, Leucdcitos, Plaquetas,
HbF e HbS) dos pacientes com AF foram obtidos através de consulta aos

prontuarios medicos no mesmo momento da coleta das amostras bioldgicas.
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3.6 Testes Realizados
3.6.1 Analise molecular: Primeiramente foi realizada a confirmag¢ao da HbSS e em

seguida o estudo dos haplétipos da mutagéo BS no gene da cadeia beta globinica.

Os dois procedimentos foram realizados através da extragcao do DNA de leucdcitos,

seguida da técnica da reagcdao em cadeia mediada pela polimerase e polimorfismo

dos comprimentos dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP).

- Extracao do DNA gendémico: O DNA foi isolado de leucdcitos, a partir de

amostras de sangue total, colhidas em tubos contendo o anticoagulante EDTA,
seguindo o seguinte protocolo: (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1992).

PARTE | (Obtencao do buffy-coat):

1. Centrifuga-se o sangue total de 5 a 10 minutos a 2000 rpm;

O plasma € descartado e a suspenséo remanescente (hemacias e leucocitos)
€ invertida em um tubo;

Adiciona-se 2,5 vezes da suspensao contida no tubo de solugéo de lise (9
partes de NH4CL para 1 parte de NH4HCQO3), a nova suspensao € deixada
em repouso por 15 minutos, sendo homogeneizada a cada 30 segundos e
apos centrifugada a 2.000 rpm por 20 minutos;

A suspensao centrifugada contida no tubo é invertida em um tubo Eppendorf

e, em seguida, é adicionado 1.200 uL da solugao de lise;

5. O Eppendorf é centrifugado a 4000 rpm por 5 min;

6. Apos centrifugacdo, o Eppendorf €& invertido, sendo descartado o

sobrenadante, para posterior adicao de 1.200 uL da solucio de lise, soltando
o botdo do precipitado. A suspensdo é centrifugada a 4.000 rpm por 5
minutos;

O Eppendorf é novamente invertido, sendo descartado o sobrenadante, para
posterior adicdo de 1.200 uL da solugdo de TKM-1, soltando o botdo do
precipitado. A suspensdo é centrifugada a 4.000 rpm por 5 minutos e
congelada a uma temperatura de — 20° C até a realizagdo da segunda parte

do protocolo.

PARTE Il (Precipitacao de proteinas e obtencao do DNA):

1.

A amostra é descongelada;
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2. Adiciona-se 1 mL da solucdo de TKM-1, soltando o botdo (esta etapa é
repetida mais uma vez), em seguida, o Eppendorf é centrifugado a 11.000
rpm por 5 minutos;

3. O sobrenadante é descartado e € adicionado ao tubo 800 uL de TKM-2 + 50
uL de SDS, soltando o botao (O TKM-2 é para lavagem de hemacias e o SDS
€ um detergente que remove as células existentes, pois dilui as membranas).
A suspenséo € deixada em repouso no banho-maria por 1 hora a 55°C;

4. Apos a etapa do banho-maria, é adicionado ao tubo 360 uL de NacCl,
soltando o botdo (NaCl precipita as proteinas e restos celulares). A
suspensao é centrifugada a 11.000 rpm por 10 minutos;

5. O sobrenadante é transferido para um tubo, sendo adicionado 2 mL de etanol
a 100% (O DNA é insoluvel no alcool). Sucessivas agitagées sao feitas no
tubo até o aparecimento da nuvem de DNA. Transfere-se 200 uL da
suspensao para outro eppendorf. O tubo e o Eppendorf sdo deixados over-
night no freezer a uma temperatura de 0°C;

6. O tubo é centrifugado a 4.400 rpm por 30 minutos e o Eppendorf a 11.000
rpm por 10 minutos;

7. O sobrenadante é descartado (0 DNA esta no precipitado). Os tubos sao
deixados em repouso a temperatura ambiente para secagem por
aproximadamente 6 horas;

8. E adicionado 200 uL de agua-milig, lavando bem o tubo e transferindo para o
eppendorf correspondente.

9. Apds a realizacdo do protocolo de extragdo, todas as amostras de DNA
extraido sao quantificadas no aparelho Nanodrop, para posterior amplificagcao

génica. As amostras sdo armazenadas a -20° C até o momento da utilizagao.

- PCR-RFLP

A confirmacdo da HbSS e a andlise dos haplétipos da mutacdo RS foi
realizada por meio da técnica da reacdo em cadeia mediada pela polimerase e
polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) (CLARK;
THEIN, 2004).

- Confirmagao da HbSS
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A reacao foi realizada para um volume final de 25 pL. No eppendorf foram
adicionados 11 uL de agua para injecao; 12,5 uL de PCR Master Mix; 0,25 pL do
oligonucleotideo P277; 0,25 pL do oligonucleotideo P278; e 1 uL de DNA gendmico.
O processo de amplificagao foi realizado por uma desnaturacao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 45 segundos e extensao a
72°C por 1 minuto e 30 segundos; e mais um ultimo ciclo de extens&o a 72°C por 7
minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apos amplificacdo, foi realizada
a digestdo enzimatica adicionando-se 5 uL do mix da enzima Dde | (3,3 pyL de agua
para inje¢ao; 0,2 yL da enzima Dde I; 1,5 pyL do tampao da enzima) a 10 pL do
produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas (SAIKI et al.,
1985).

- Anadlise dos haplétipos da mutagao RS

Foram analisados seis sitios polimorficos de restrigdo, seguindo a
metodologia de Sutton; Bouhassira e Nagel (1989): 1. Xmnl 5'yG, 2. Hind Il yG, 3.
Hind Il yA, 4. Hinc Il yp, 5. Hinc 1l 3"y, 6. Hinf | 5'R.

As informagbes sobre as enzimas de restricdo utilizadas, as regidao de
clivagem no DNA, o tamanho dos fragmentos apds amplificagdo e apds a clivagem
com seus respectivos padroes de haplotipos estao representadas na tabela 3
Tabela 3 - Enzimas de restricdo utilizados para a detec¢do de haplétipos do cluster do gene beta S,

regides de sitios polimoérficos, tamanho dos fragmentos de DNA antes e apds a clivagem e o padrao
de polimorfismo para cada haplétipo.

Enzima | Regido | Tamanho | Fragmento de DNA Haplétipo
do apos a clivagem _ - .
f Senegal Benin Bantu Camaroes Arabe-Indiano
ragmento
de DNA
Xmn | 5y° 650pb 450pb +200pb + - - - +
Hindlll Ve 780pb 430pb+340pb + - + + +
+10pb

Hind 111 2 760pb 400pb +360pb - - - + -
Hinc Il vB 701pb 360pb +340pb +1pb + - - - +
Hinc Il 3y 590pb 470pb+120pb + + - + +
Hinf | 5B 380pb 240pb +140pb + - - + -

Fonte - Sutton; Bouhassira; Nagel, 1989.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2757004?ordinalpos=123&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2757004?ordinalpos=123&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

46

Todas as amostras foram analisadas para os seis sitios polimérficos seguindo

0s seguintes protocolos:

HO e H1: A reacgao foi realizada para um volume final de 25 uL. No eppendorf foram
adicionados 11 pL de agua para injegao; 12,5 yL de PCR Master Mix; 0,25 pL do
oligonucleotideo HO; 0,25 pL do oligonucleotideo H1; e 1 yL de DNA gendmico. O
processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 45 segundos e extensao a
72°C por 1 minuto e 30 segundos; e mais um ultimo ciclo de extensédo a 72°C por 7
minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apés amplificagao, foi realizada
a digestdo enzimatica adicionando-se 5 yL do mix da enzima Xmn | (3,3 pyL de agua
para injecao; 0,2 uL da enzima Xmn |; 1,5 yL do tampao da enzima) a 10 pyL do

produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H2 e H3: A reacéo foi realizada para um volume final de 33 pL. No eppendorf foram
adicionados 18,5 uL de agua para injegao; 12,5 yL de PCR Master Mix; 0,5 pyL do
oligonucleotideo H2; 0,5 uL do oligonucleotideo H3; e 1 uL de DNA gendmico. O
processo de amplificacédo foi realizado por uma desnaturacao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto; e mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos,
mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apdés amplificacdo, foi realizada a
digestdo enzimatica adicionando-se 5 yL do mix da enzima Hind lll (3,3 pL de agua
para injecédo; 0,2 uL da enzima Hind Ill; 1,5 pL do tampao da enzima) a 10 uL do

produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H3 e H4: A reacao foi realizada para um volume final de 33 pL. No eppendorf foram
adicionados 18,5 uL de agua para injeg¢ao; 12,5 yL de PCR Master Mix; 0,5 pyL do
oligonucleotideo H3; 0,5 uL do oligonucleotideo H4; e 1 uL de DNA gendmico. O
processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 1 minuto; e mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos,

mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apdés amplificacdo, foi realizada a
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digestdo enzimatica adicionando-se 5 yL do mix da enzima Hind Il (3,3 uL de agua
para injecado; 0,5 uL da enzima Hind Ill; 1,5 yL do tampao da enzima) a 10 uL do

produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H5 e H6: A reacéo foi realizada para um volume final de 33 pL. No eppendorf foram
adicionados 18,5 uL de agua para injegao; 12,5 yL de PCR Master Mix; 0,5 pyL do
oligonucleotideo H5; 0,5 uL do oligonucleotideo H6; e 1 uL de DNA gendmico. O
processo de amplificacédo foi realizado por uma desnaturacao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 1 minuto; e mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos,
mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apdés amplificacdo, foi realizada a
digestdo enzimatica adicionando-se 5 yL do mix da enzima Hinc Il (3,3 yL de agua
para injecdo; 0,5 yL da enzima Hinc II; 1,5 yL do tampéo da enzima) a 10 yL do

produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H7 e H8: A reacao foi realizada para um volume final de 25 pyL. No eppendorf foram
adicionados 10,5 uL de agua para injegao; 12,5 yL de PCR Master Mix; 0,5 pyL do
oligonucleotideo H7; 0,5 uL do oligonucleotideo H8; e 1 uL de DNA gendmico. O
processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacido a 94°C por 30
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 57°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto; e mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 7 minutos,
mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apds amplificacdo, foi realizada a
digestdo enzimatica adicionando-se 5 pyL do mix da enzima Hinc Il (3,3 yL de agua
para injecao; 0,2 uL da enzima Hinc II; 1,5 yL do tampao da enzima) a 10 yL do

produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H9 e H10: A reacgao foi realizada para um volume final de 25 uL. No eppendorf foram
adicionados 10,5 uL de agua para injeg¢ao; 12,5 uyL de PCR Master Mix; 0,5 yL do
oligonucleotideo H9; 0,5 pL do oligonucleotideo H10; e 1 yL de DNA genémico. O
processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturagao prévia de 94°C por 5
minutos; acrescida de 35 ciclos compreendendo desnaturacido a 94°C por 45
segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 57°C por 45 segundos e extensao a

72°C por 1 minuto e 30 segundos; e mais um ultimo ciclo de extensao a 72°C por 10
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minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas. Apés amplificagao, foi realizada
a digestao enzimatica adicionando-se 5 pL do mix da enzima Hinf | (3,3 pL de agua
para injegao; 0,2 yL da enzima Hinf I; 1,5 yL do tampéo da enzima) a 10 pL do

produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

O PCR Master Mix utilizado nos protocolos foi da marca Fermentas (0,025 de
Taq DNA Polimerase; 2 mM de MgCI2; 0,2 mM de cada dNTP) e as reagdes de

amplificacdo foram desenvolvidas no termociclador Eppendorf.

Os resultados da amplificacao foram verificados pela corrida eletroforética em
gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e
visualizados em cémara de UV (ultravioleta) apds coloragdo com brometo de etidio

(figuras 7 e 8).

Figura 7 - Restricdo H2H3: (1) homozigoto normal, (2) homozigoto mutante- Bantu/Bantu, (3)
heterozigoto.

s

Figura 8 - Restrigdo H7H8: (1) heterozigoto (2) homozigoto normal (3) homozigoto mutante-
Benin/Benin

590pk

—‘-“-.1.‘
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3.6.2 Dosagem das Citocinas

As citocinas IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a, IL-10 e TGF-$ foram dosadas por Elisa

através de kits especificos da e-Bioscience®, seguindo o seguinte protocolo:

1. Colocar 100 ulL/poco de anticorpo de captura em tampé&o de revestimento. Selar a
placa e incubar durante a noite a4 ° C.

2. Aspirar cada poco e lavar 5 vezes com 250ulL/pogo. Esperar 1 minuto durante
cada passo de lavagem. Bater a placa sobre papel absorvente para remover
qualquer tampéao residual.

3. Colocar 200 ulL/pogo do diluente de ensaio 1x. Incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora.

4. Aspirar / lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

5. Adicionar 100 uL/poc¢o do padrao aos pocgos apropriados. Executar duas dilui¢cdes
em série das normas de topo para fazer a curva padrao.

6. Adicionar 100 uL/poco das amostras aos pogos apropriados. Cobrir ou selar a
placa e incubar a temperatura ambiente durante 2 horas (ou durante a noite a4 ° C
para a sensibilidade maxima).

7. Aspirar / lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

8. Adicionar 100 ul / pogo de anticorpo de deteccédo. Selar a placa e incubar a
temperatura ambiente durante 1 hora.

9. Aspirar / lavar como no passo 2. Repetir para um total de 5 lavagens.

10. Adicionar 100 ul/poco de avidina-HRP. Selar a placa e incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

11. Aspirar e lavar como no passo 2. Repetir um total de 7 lavagens.

12. Adicionar 100 ulL/poco de solugdo de substrato a cada pocgo. Incubar placa a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

13. Adicionar 50 ul de solugao de parada em cada poco.

14. Realizar a leitura da placa em 450 nm.
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3.6.3 Dosagem da PCR-us

A PCR-us foi dosada por imunoturbdimetria, através de kit especifico da
Wiener lab. utilizando o aparelho Konelab. O experimento foi realizado no Hospital
Infantil Albert Sabin.

3.7 Descarte do material biolégico
O descarte do material biolégico foi realizado segundo a resolugdo da

diretoria colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria.

3.8 Analise Estatistica
a analise estatistica foi realizada usando o software livre R. A versao

utilizada foi a 2.12.0.

O teste de Welch foi utilizado para a comparagao entre o perfil inflamatério
dos pacientes com AF e do grupo controle. Para a analise da associacédo entre os
hapldtipos com os parametros hematoldgicos e com os haplotipos dos pacientes
com AF, foi realizado teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Por conseguinte,
realizou-se os testes ndo-paramétricos de comparagdes multiplas via bootstrap para
os parametros significativos, com o objetivo de se detectar as diferengas existentes
entre os grupos. O teste ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis também foi utilizado na
analise do efeito da terapia com HU no perfil inflamatério de pacientes com AF e

para a relacao entre o perfil de Hb e os marcadores de inflamacéo.

3.9 Comité de Etica
O projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara
(UFC), sob o numero de protocolo 013.03.12.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas hematoldgicas dos pacientes com AF

A tabela 4 apresenta os parédmetros hematoldgicos (Hb, Ht, HCM, VCM,
CHCM, Leucécitos, Plaquetas, HbF e HbS) dos pacientes com AF.

Tabela 4 - Distribuicdo dos valores médios, desvio padrao e coeficiente de variagdo dos pacientes
com AF (n=67) de acordo com as caracteristicas laboratoriais.

Desvio-

Média padrao CV (%)
Hb (g/dL) 8,7 1,4 15,7
Ht ( %) 25,2 3,9 15,5
VCM (fl) 99,6 10,5 10,5
HCM (pg) 34,6 4,3 12,4
CHCM (g/dL) 34,3 1,40 4,1
Leucdcitos 12.630 15757,5 124,7
Plaquetas 314.000 17,4 55,4
HbF( %) 12,6 7,3 57,8
HbS (%) 81,13 8 9,6

HbF: Hemoglobina Fetal; HbS: Hemoglobina S; Hb: Hemoglobina; Ht: Hematécrito; VCM: Volume
Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média; CV: Coeficiente de Variacao

4.2 Perfil inflamatoério dos pacientes com AF

Com o objetivo de estabelecer o perfil inflamatério dos pacientes com AF
frente a populacdo saudavel, foram dosadas as citocinas IL-6, IL-8, TNF-a e IL-17
que compdem o perfil pro-inflamatério e as citocinas IL-10 e TGF-B de carater
regulatorio da resposta imune e ainda a PCR-us nos 67 pacientes com AF e em 26

individuos saudaveis - grupo controle (figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Box-plot da distribuicdo dos marcadores proé-inflamatérios nos pacientes com AF (n=67) e
no grupo controle (n=26).
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Figura 10 - Box-plot da distribuicdo dos marcadores antinflamatérios nos pacientes com AF (n=67) e
em individuos saudaveis (n=26).
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A Tabela 5 evidencia os valores p dos testes de igualdade entre as médias,
na qual se observa que as citocinas IL-8 e IL-10 ndo discriminam os pacientes dos
controles, ao nivel de 5%. Para todos os demais marcadores, os pacientes

apresentam um valor médio do perfil superior aos individuos sadios (controles).
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Tabela 5 - Niveis descritivos (valores p) para os testes de igualdade entre médias dos marcadores
inflamatérios para os grupos de pacientes com AF e individuos saudaveis. Os dados foram
analisados utilizando o teste de Welch, com valores-p obtidos via bootstrap.

Marcador Valor p

IL-6(pg/mL) 0,003’
IL-8(pg/mL) 0,324

TNF-a

(pg/mL) 0,002

IL-17(pg/mL) 0,015

PCR-us

(mg/L) <0,001

TGF-B

(pg/mL) 0,001

IL-10(pg/mL) 0,264
* p<0,05

4.4 Correlagao entre a concentracdo de HbF e o perfil inflamatério nos
pacientes com AF

As figuras 11 e 12 apresentam os respectivos diagramas de dispersdo, em
conjunto com os coeficientes de correlagdo de Pearson amostrais e o valor-p, com
objetivo de avaliar a correlagdo entre a HbF com os marcadores inflamatorios nos
pacientes. Verifica-se que ao nivel de 5%, ndo houve relacao linear entre HbF e HbS

com os valores dos marcadores de inflamacao.
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Figura 11 — Diagrama de dispersao da concentragao de HbF versus marcadores pro-inflamatérios em
pacientes com AF (n=67).
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Figura 12 — Diagrama de disperséo da concentracdo de HbF versus marcadores antiinflamatérios em
pacientes com AF (n=67).
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4.5 Correlagcao entre a concentracao de HbS e o perfil inflamatério nos
pacientes com AF
Com objetivo de avaliar correlagdo existente entre a concentragdo de

Hemoglobina S (HbS) com os marcadores inflamatérios foram realizados os
diagramas de dispersao, em conjunto com os coeficientes de correlagdo de Pearson

amostrais e o valor-p relacionado ao teste (figuras 13 e 14).
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Figura 13 - Diagrama de dispers&o da concentragao de HbS versus marcadores pré-inflamatérios em
pacientes com AF (n=67).
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Figura 14- Diagrama de dispersao da concentragao de HbS versus marcadores pro-inflamatorios em

pacientes com AF (n=67).
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Com a finalidade de avaliar o efeito da HU no perfil inflamatdrio dos pacientes

com AF foi realizada a estratificagdo de acordo com o tempo de tratamento

(<20meses ou = 20meses de uso do medicamento) e com a dose diaria de HU

(<20mg/kg/dia ou =20mg/kg/dia) (SILVA et al., 2012; FRIEDRISCH, J.R. et al, 2008)

(figuras 15 e 16).

4.6.1. Perfil inflamatério dos pacientes com AF de acordo com tempo de

tratamento com HU
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Figura 15 - Box-plot da distribuigdo dos marcadores inflamatérios dos pacientes com AF (n=67) de
acordo com o tempo de tratamento com HU.
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Na Tabela 6, podem-se verificar os valores-p do teste de Kruskal-Wallis.
Somente a IL-10 apresentou significancia ao nivel de 5%, onde infere-se que os
pacientes com AF que permaneceram em tratamento com HU por um periodo = 20
de

comparativamente, aos pacientes que encontravam-se em tratamento por um

meses apresentam valores meédios (e medianos) IL-10  maiores,

periodo menor que 20 meses de tratamento.

Tabela 6 - Niveis descritivos (valores p) dos testes para avaliar efeito do tempo de tratamento com
HU nos marcadores inflamatérios de pacientes com AF (n=67).

Perfil Valor p
IL-6(pg/mL) 0,418
IL-8(pg/mL) 0,812
IL-10(pg/mL) 0,014
IL-17(pg/mL) 0,723
TNF-a

(pg/mL) 0,550
TGF-B

(pg/mL) 0,704
PCR-us

(mg/L) 0,187

*p<0,05



4.6.2. Perfil inflamatério dos pacientes com AF de acordo com a dose diaria de

HU

Figura 16 - Box-plot da distribuicdo dos marcadores inflamatérios dos pacientes com AF (n=67) de

acordo com a dose diaria de HU.
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Na Tabela 7, podem-se observar os valores-p do teste de Kruskal-Wallis, para
avaliar a influéncia da dose diaria de HU nos marcadores inflamatérios dos

pacientes com AF.

Tabela 7 - Niveis descritivos (valores p) dos testes para avaliar efeito da dose diaria de HU nos
marcadores inflamatérios dos pacientes com AF (n=67).

Perfil Valor p
IL-6(pg/mL) 0,960
IL-8(pg/mL) 0,317
IL-10(pg/mL) 0,004
IL-17(pg/mL) 0,448
TNF-a

(pg/mL) 0,475
TGF-B

(pg/mL) 0,864
PCR-us

(mg/L) 0,658

*p<0,05
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Assim como na influéncia do tempo de tratamento, apenas a IL-10 apresentou
significancia estatistica ao nivel de 5%. Diante disso, observa-se que os pacientes
que recebiam doses =220mg/kg/dia, apresentaram valores médios (e medianos) de
IL-10 maiores, comparativamente, aos pacientes que receberam doses inferiores a
20mg/kg/dia.

4.7 Distribuicao dos haplétipos do cluster S

Foi realizada a confirmacdo molecular da HbSS e em seguida o estudo dos
haplétipos da mutagao BS no gene da cadeia beta globinicas em 67 pacientes com
AF.

Como resultado, observou-se a prevaléncia do gendtipo Bantu/Bantu em 31
pacientes (46,3%), seguido do padrdo heterozigoto Bantu/Benin em 22 pacientes
(32,8%), do Benin/Benin que foi constituido de 8 (11,9%) pacientes e do
Bantu/Atipico com 6 pacientes (9,0%). O haplétipo Bantu foi o mais prevalente
(67,1%) seguido do haplétipo Benin (28,3%) (Tabela 8).

Tabela 8- Distribuigdo dos haplétipos, cromossomos, padrdao de haplétipo e gendtipos nos pacientes
com AF (n = 67).

Haplétipos Cromossomos Rflps?® Genétipo Pacientes (n)
(n)
Bantu 90 (67,1%) it Bantu/Bantu 31 (46,3%)
Benin 38 (28,3%) -t Benin/Benin 8 (11,9%)
-+t Bantu/Benin 22 (32,8%)
Atipico 6 (4,6%) Bantu/Atipico 6 (9,0%)

n: numero; RFLP: restriction fragment length polymorphism.
@ RFLP’s utilizadas para definir o haplétipo segundo a ordem: 5’yG — Xmnl, yG — Hind I, yA — Hind
I, wB —Hind Il, 3'yp — Hind I, 5’B — Hinf I, respectivamente.

4.8 Distribuicao dos pacientes com AF por tipo de haplétipo do cluster BS
segundo os parametros hematologicos e perfil de Hb.

Foi avaliada a influéncia dos haplétipos do cluster BS nos parametros

hematoldgicos e no perfil de Hb dos pacientes com AF (figuras 17 e 18).



61

Figura 17 - Box-plot da distribuigdo dos pacientes com AF (n=67) por haplotipo do cluster BS

segundo os parametros hematolégicos (Hb, Ht, HCM, VCM, CHCM, Leucécitos e Palquetas).
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Figura 18 - Box-plot da distribuicdo dos pacientes com AF (n=67) por haplétipo do cluster BS
segundo as concentragdes de HbS e HbF.
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Os niveis descritivos (valores p) para os testes de igualdade entre medianas
dos parametros hematoldgicos e das concentragdes de hemoglobinas para cada tipo

de haplétipo do cluster BS s&o observados em seguida na tabela 9.

Tabela 9 - Niveis descritivos (valores p) dos testes para igualdade entre medianas dos parametros
hematoldgicos para cada tipo de haplétipo do cluster BS no grupo de pacientes AF.

Parametro Valor-p
Hb (g/dL) 0,026
Ht ( %) 0,068
VCM (fL) 0,942
HCM (pg) 0,848
CHCM

(g/dL) 0,042
Leucdcitos 0,226
Plaquetas 0,107

HbF( %) 0,607
HbS (%) 0,082
* p<0,05

Na tabela acima, verifica-se que o0s parametros hematolégicos que
apresentam diferenga significativa, ao nivel de 5%, sdo a Hemoglobina (Hb) e a
Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Entao, seguiu-se com a

realizacao dos testes ndo parameétricos de comparagdes multiplas via bootstrap para



63

os dois parametros em questdo, com o objetivo de se detectar as diferengas

existentes.

Para a Hb, ao nivel global de 5%, observou-se que os pacientes com
haplétipo BANTU/BENIN  apresentaram menores concentragcbes quando
comparados aos pacientes com haplétipos BANTU/ATIPICO, BANTU/BANTU e
BENIN/BENIN. Com relagdo ao CHCM, verificou-se que o numero mediano nos
pacientes com haplétipo BANTU/ATIPICO foi menor do que o nimero mediano nos
pacientes com haplétipos BANTU/BANTU, BANTU/BENIN e BENIN/BENIN,
enquanto que nao houve diferenca do CHCM para os pacientes com haplétipos
BANTU/BANTU, BANTU/BENIN e BENIN/BENIN, ao nivel de significancia global de
5%.

4.9 Marcadores de inflamagao e associagdao com os haplétipos do cluster da B-
globina

Os pacientes foram estratificados em 4 grupos de acordo com os haplétipos
do cluster BS: Bantu/Atipico (n=6), Bantu/Bantu (n= 31), Bantu/Benin (n=22) e
Benin/Benin (n=8). As figuras 19 e 20 evidenciam o perfil inflamatério dos pacientes

com AF de acordo os haplétipos do cluster S.
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Figura 19 - Box-plot dos marcadores pré-nflamatérios nos pacientes com AF (n=67) de acordo com
os haplotipos do cluster BS.
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Figura 20 - Box-plot dos marcadores antinflamatorios nos pacientes com AF (n=67) de acordo com
seus haploétipos do cluster S.
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Na Tabela 10, verificamos em valores descritivos a influéncia dos haplétipos
do cluster BS no perfil inflamatério dos pacientes com AF (n=67).
Tabela 10 - Niveis descritivos (valores p) dos testes para igualdade entre médias dos perfis

inflamatérios para os grupos de haplotipos dos pacientes com AF. Os valores p foram obtidos
utilizando o teste de Kruskal-Wallis.

Perfil Valor p
IL-6(pg/mL) 0,003
IL-8(pg/mL) 0,039

TNF-a

(pg/mL) 0,091
IL-17(pg/mL) 0,660
PCR-us

(mg/L) 0,006*
TGF-B

(pg/mL) 0,017
IL-10(pg/mL) 0,858
* p<0,05

Observa-se que as citocinas TNF-q, IL-17 e IL-10 ndo apresentaram diferenga
segundo os tipos de haplétipos ao nivel de 5%. Entdo, apos aplicagao do teste de
comparagdes multiplas nao-paramétricas, com valores p obtidos via bootstrap,

concluiu-se, ao nivel global de 5%, que:
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i) IL-6: Os valores medianos de IL-6 para os pacientes com haplétipo
BANTU/BANTUN sao maiores que os respectivos valores dos pacientes com
haplétipo BENIN/BENIN.

ii) IL-8: Os valores medianos de IL-8 para os pacientes com haplétipo
BANTU/BANTUN sao maiores que os respectivos valores dos pacientes com
haplotipo BENIN/BENIN.

iii) PCR-us: Os valores medianos de PCR-us para os pacientes com
haplétipo BATUN/ATIPICO sdo maiores que os respectivos valores medianos para
todos os demais pacientes com haplotipos BENIN/BENIN, BANTU/BANTU e
BANTU/BENIN.

iv) TGF-B: Os valores medianos de TGF- para os pacientes com
haplétipo BANTU/BANTUN sdo maiores que os respectivos valores dos pacientes
com haplétipo BANTUN/BENIN.
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5. DISCUSSAO

Embora todos os pacientes com AF apresentem a mesma mutagido genética,
observa-se uma grande variabilidade clinica entre os pacientes. Portanto, fatores
adicionais, inclusive genéticos como a concomitancia da o-talassemia e os

haplétipos da B-globina, podem influenciar na qualidade de vida dos doentes.

O principal evento patolégico da AF é a polimerizagdo da HbS. O polimero
formado danifica os glébulos vermelhos, aumenta a viscosidade plasmatica e
exacerba a expressao de moléculas de adesao endotelial. Essas mudangas causam
a oclusao vascular que resulta em hemodlise, disfuncédo endotelial, inflamacao crénica
e stress oxidativo (REES; GIBSON, 2011). Vaso-oclusbes recorrentes, crises
hemoliticas e consequente ativacdo do endotélio vascular, induzem respostas
inflamatdrias continuas na AF, que se manifestam por elevacdo nos niveis de
citocinas inflamatdrias, diminuicdo da biodisponibilidade do o6xido nitrico e stress
oxidadivo (CONRAN; COSTA, 2009(a)). A partir dai, os pacientes com AF
encontram-se em um estado inflamatério crénico de origem multifatorial, que envolve

células endoteliais, eritrocitos, leucdcitos e plaquetas. (ZAGO; PINTO,2007).

Vérios estudos ja demonstraram niveis elevados de citocinas em pacientes
mesmo durante o estado estacionario da AF (RAGHUPATHY et al., 2000; CROZIAT,
1994), pois acredita-se que ocorram oclusées microvasculares nessa fase da
doencga. Estes micro-enfartes subclinicos seriam induzidos pelo aumento nas
propriedades adesivas dos reticulocitos e eritrécitos falciformes ao endotélio
vascular e pela ativagao crénica endotelial com consequente producao de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a), porém ndo se tornam suficientes para
gerar uma complicagao clinica (STUART; NAGEL, 2004; MAKIS; HATIZIMICHAEL,;
BOURANTAS, 2000; HEBBEL, 1997).

No presente estudo, pacientes com AF em uso de HU e durante estado
estacionario da doencga apresentaram valores elevados das citocinas com perfil pré-
inflamatorio IL-6, TNF-a e IL-17 quando comparados a populagdo saudavel, fato
esse que se encontra de acordo com a literatura, uma vez que ha, na AF, um quadro

inflamatorio crénico.
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Outro estudo recente também obteve resultados semelhantes ao presente,
onde os valores de TNF-a, IL-6 mostraram-se elevados em pacientes com AF
durante estado basal em relacdo a voluntarios saudaveis (QARI; DIER; MOUSA,
2012).

Em um trabalho realizado por Noronha e cols. (2007) 54 pacientes com AF
foram estratificados quanto a clinica (durante estado estacionario, em crises
hemoliticas € em crises vaso-oclusivas) e quanto ao uso ou ndo de HU, e
comparados com individuos saudaveis. Os autores avaliaram, entdo, diversos
marcadores de inflamagao, dentre eles, a IL-6. Como resultado, nao foi observada
diferenca significante em relagcdo ao tratamento ou ndo com HU. Ainda neste
trabalho, os valores da IL-6 foram significativamente maiores nos grupos em crises
do que no grupo em estado estacionario, porém nao houve diferenga entre os
grupos de individuos saudaveis e em estado estacionario da AF, o que se encontra
discordante do presente estudo onde os valores de IL-6 apresentaram elevagao
significante nos pacientes com AF em fase estacionaria quando relacionados ao

controle saudavel.

Kuvibidila e cols. (1997) avaliaram os niveis plasmaticos de TNF-alfa em 143
criangas com AF e observaram que houve um aumento da citocina nos pacientes
em relacdo a individuos saudaveis e ainda durante crises infecciosas quando
comparada ao estado estacionario da doenga. Demonstrando, entdao, a importancia
do Tnf-ao como marcador inflamatério na AF, dado este, condizente com o
encontrado por este trabalho onde a citocina também apresentou-se aumentada nos
pacientes com AF durante estado estacionario em relagédo ao grupo de individuos

saudaveis.

A PCR-us, que também é um marcador pro-inflamatério, mostrou-se elevada
nos pacientes com AF quando comparados com individuos saudaveis. O achado
encontra-se de acordo com os dados literarios recentes. Em 2009, Hedo et al.
avaliaram os niveis de sete proteinas de fase aguda da inflamag¢do em 73 pacientes
com AF e compararam com 50 individuos saudaveis. Dentre os marcadores a PCR
apresentou valores significantemente elevados nos pacientes com AF. Em 2012,

Kanavak e cols. investigaram a PCR-us em pacientes durante tratamento com HU e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qari%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21949038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dier%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21949038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mousa%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21949038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Kuvibidila%20S%5Bauth%5D
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obtiveram valores aumentados da proteina plasmatica com nivel de significancia

menor que 0,001, tal como o presente trabalho.

Acerca do perfil anti-inflamatério, pudemos observar no presente trabalho
que, o TGF-B se apresentou elevado nos pacientes falciformes se comparados aos
individuos normais, enquanto a IL-10, apesar de ndo atingir significancia estatistica
entre os grupos, também apresentou uma tendéncia de elevagédo nos pacientes com

AF (11,248,1) em relagao ao grupo controle (9,98+ 3,03).

Sabe-se que a principal fung¢ao da IL-10 no microambiente inflamatério que se
instaura na AF é tentar limitar a sintese de outras citocinas e controlar a inflamacgao.
Estudos recentes observaram, assim como o presente, o aumento da IL-10 em
pacientes com AF e sugerem um mecanismo anti-inflamatério compensatério na
tentativa de controlar possiveis efeitos nocivos causados pela inflamagao crénica
(LANARO et al., 2009; WALTER; FUNG; KILLILEA, 2006).

Graido-Gonzalez et al. (1998) observaram uma tendéncia de aumento da IL-
10 somente durante as crises da doenca, mas nao durante estado estacionario. Os
autores sugerem, que os pacientes com AF apresentam maiores riscos de adquirir
infeccbes graves e de apresentar uma defeituosa migragdo de neutrofilos para os
sitios de inflamacgao, o que pode ser atribuido a exposigao crénica aos mediadores

anti-inflamatoérios, como a IL-10.

Os valores do TGF-B, por sua vez, apresentaram diferenga estatistica com

p<0,01 entre os grupos, evidenciando o aumento da citocina nos pacientes com AF.

O TGF- B participa da regulagao da diferenciagédo de glébulos brancos e da
angiogénese (DERYNCK; ZHANG, 2003). Na AF, estudos recentes relacionam o
TGF como um marcador urinario de disfungao renal, e associam SNPs no gene da
citocina ao aumento na predisposicdo para o AVC e para a hipertensao pulmonar
(MOHTAT et al., 2011; STEINBERG, 2009).

Croizat e Nagel (1999) avaliaram em seu estudo a elevagao nos niveis
plasmaticos do TGF-beta de pacientes com AF quando comparados com individuos
saudaveis. Os autores observaram ainda uma correlagao entre a citocina e a HbF.

Foi verificado que pacientes que apresentavam HbF <8,5 tinham menores valores



70

plasmaticos de TGF- 3, enquanto pacientes com HbF>8,5 apresentam niveis mais
elevados da citocina e concluiram que a taxa de hematopoese na doenca SS é

controlada pelo TGF-f.

Na correlagao entre a concentracdo de HbS e os marcadores inflamatérios nos
pacientes com AF apesar de nao obter-se significancia estatistica, observou-se uma
tendéncia de aumento nos valores das citocinas pro-inflamatoérias IL-6, IL-8, TNF-a. e
ainda na PCR-us em pacientes que apresentaram valores elevados de HbS. Tal
observacado encontra-se de acordo com a literatura, uma vez que quanto maior a
concentracdo de HbS, pior sera o quadro clinico do paciente com maiores chances
de complicagdes clinicas decorrentes de um quadro inflamatério (REES; GIBSON,
2011). No perfil antiinflamatério, o TGF- também apresentou tendéncia de elevagéo
nos pacientes com maiores valores de HbS, o que pode indicar uma tentativa de
controlar o quadro inflamatério. Em contrapartida, a IL-10 apresentou uma tendéncia
inversa a elevados valores de HbS. Nesses pacientes, a citocina mostrou-se
diminuida, uma possivel hipétese para a discrepancia do resultado sera discutida

adiante.

Para a correlacdo entre a concentracdo e HbF e os marcadores inflamatérios
esperava-se a relacao inversa a que foi discutida para a HbS. Os pacientes com
valores elevados de HbF deveriam apresentar resposta pro-inflamatéria menor e
valores elevados das citocinas antiinflamatorias, porém nao foi observada essa
tendéncia no presente trabalho. A hipotese mais aceita para essa discordancia
literaria seria devido ao uso de HU e consequentemente a indugdo medicamentosa
da sintese de HbF.

Em relacdo aos valores hematologicos dos pacientes estudados, a média da
concentracdo de HbF no presente estudo foi de 12,6%. Os resultados obtidos foram
superiores a outros trabalhos onde os pacientes em uso de HU foram excluidos. A
concentracdo média de HbF encontrada por Galiza Neto et al. (2005) foi de 7,61%;
Gongalves et al. (2003) encontraram uma HbF de 8,25% e Silva e Gongalves (2009)
valores de 6,72%. O trabalho realizado por Lanaro et al. (2009) confirma a influéncia
da HU na concentracdo de HbF uma vez que obtém média de 7,48% de HbF para
pacientes que nao estavam em tratamento e 12,55% de HbF em pacientes tratados,

valor esse, condizente com a concentracdo média de HbF de 12,6% apresentada no
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presente trabalho. Em outro estudo mais recente Bakanay e cols. (2012) avaliaram
retrospectivamente 188 pacientes com AF antes e depois do tratamento com HU e
obtiveram média de HbF de 5,8% nos pacientes antes da terapia e 18,5% apds uso

continuo de HU.

Dada a severidade da AF e aos riscos de mortalidade decorrente de
complicagdes, a grande maioria os pacientes adultos atendidos no ambulatério do
HEMOCE fazem terapia com HU, por isso, a comparagdo com grupo de pacientes
nao tratados nao foi possivel. Entdo, todos os participantes desse estudo se
encontravam em uso de HU por um periodo minimo de seis meses e em uma dose

que variava de 500mg/dia até 1g/dia.

Sabe-se que o uso da HU, principalmente em adultos, ja € bem estabelecido
e visa prolongar o tempo e a qualidade de vida desses pacientes com menor numero
de intercorréncias. Evidéncias ja mostram que o uso continuo de HU reduz o numero
e a gravidade das crises em 75% dos pacientes além de aumentar
significativamente a expectativa de vida em até 40% (STEINBERG et al., 2003
CHARACHE et al., 1995).

Apesar de a HU apresentar um efeito modulador na clinica do paciente, seus
efeitos sobre o endotélio vascular, expressdo de moléculas de adeséo e produgao
de citocinas ainda parece ser contraditério. Saleh et al. (1998) acompanharam
pacientes em tratamento com o medicamento durante 5 meses e nao observaram
relacdo da droga com os valores de IL-6, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, P-selectina,
entre outros marcadores de inflamagao.

Ja no estudo realizado por Lanaro e cols. (2009) pacientes em uso de HU
apresentaram valores diminuidos da citocina TNF-a, enquanto que para a IL-8 os
valores foram semelhantes aos pacientes sem uso da hidroxiuréia. Neste mesmo
trabalho a IL-10 apresentou niveis mais elevados no grupo em tratamento, o que
demonstra uma possivel atividade da HU em potencializar o perfil anti-inflamatério

Th-2 nos pacientes.

Para garantir que o perfil inflamatério dos pacientes AF foi influenciado
diretamente pelos haplotipos da beta globina e ndo pelo tratamento com HU, a

associacdo do medicamento com os marcadores inflamatérios foi realizada.



72

Observou-se, a partir dai, que somente a IL-10 se mostrou sensivel ao tratamento
com HU. Pacientes que faziam uso de HU por um periodo maior de tempo e em uma
dose mais elevada apresentavam maiores niveis plasmaticos de IL-10. N&o foi
observada diferenga significante nos pacientes com AF quando comparados a
controles saudaveis para a IL-10, uma vez que a maior parte da populacdo em
estudo tomava uma dose inferior de HU(56,7% dos pacientes) e por um intervalo de
tempo menor (61,2%), o que justificaria os baixos niveis plasmaticos da IL-10. Vale
salientar que a IL-10 apresentou uma relagao inversa entre a HbS e os marcadores
inflamatdrios, o que pode ser justificada pela influéncia direta do medicamento nos

niveis plasmaticos da citocina.

Os haplétipos do gene da B°- globina também influenciam as caracteristicas
fenotipicas dos pacientes com anemia falciforme. Estudos realizados previamente
sugerem que o haplétipo Bantu esta associado a uma maior incidéncia de
complicagbdes clinicas do que o haplétipo Benin (SILVA; GONCALVES, 2010;
ADORNO et al., 2004; GONCALVES et al., 2003; STEINBERG, 2001).

Para o estado do Cear4, no estudo realizado por Galiza Neto e colaboradoes
(2005), o haplétipo Benin mostrou-se prevalente. Porém, um estudo posterior
constatou a prevaléncia do hapldtipo Bantu, seguido do haplétipo Benin no estado
do Ceara (SILVA; GONCALVES; RABENHORST, 2009). O presente trabalho deu
continuidade ao estudo anterior aumentando a amostragem na determinagdo dos
haplotipos em pacientes adultos com AF no estado do Ceara. Silva, Gongalves e
Rabenhorst (2009) analisaram os haplétipos da mutacdo BS em 34 pacientes,
enquanto o trabalho atual tipificou os haplétipos em 67 pacientes AF, confirmando os
achados anteriores onde o haplétipo Bantu é o mais prevalente no estado (67,1%),

seguido do haplétipo Benin (28,3%).

A composicado dos hapldtipos da AF ja foi analisada em outros estudos que
observaram prevaléncia do haplétipo Bantu nos estados de Rio Grande do Norte,
Bahia, Rio de Janeiro e Sao Paulo (CABRAL et al, 2011; SILVA; KLAUTAU-
GUIMARAES; GRISOLIA, 2010; FLEURY, 2007; GONCALVES et al., 1994; ZAGO;
FIGUEIREDO; OGO, 1992).
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Os dados obtidos no estudo atual, também estdo em conformidade com
dados literarios que afirmam que o haplétipo Bantu € o mais presente no Brasil,
seguido pelos haplotipos Benin e Senegal (PANTE-DE-SOUZA et al., 1998).

Estudos de prevaléncia tornam-se importantes, pois sugerem a diversidade
de origens étnicas da populagéo brasileira, tendo em vista que a presenca da AF
esta relacionada com o componente afro-descendente, devido ao trafico de escravos
oriundos da Africa vindos ao Brasil. Registros histéricos ddo conta que durante muito
tempo a principal rota do trafico negreiro partia da regido de Benin em diregéo a
Salvador e que para as outras regides do pais, os escravos eram trazidos
principalmente das regides do Congo e de Angola, de onde o haplétipo Bantu era
proveniente (PANTE-DE-SOUZA et al., 1998).

Na comparacdo entre os haplétipos e as caracteristicas hematologicas
estudadas, apenas os valores de Hb e CHCM apresentaram diferenca
estatisticamente significativa. Em relacdo ao CHCM, foi observado que o haplétipo
Bantu/Atipico apresentou valores menores quando comparado aos demais
haplétipos, o que difere dos dados de Gongalves et al.(2003), onde o haplétipo
Bantu/Atipico apresenta-se com valores intermediarios de CHCM entre os demais
haplétipos (valor menor que os haplétipos Benin/Benin e Bantu/Benin e maiores que
os valores para o haplotipo Bantu/Bantu). Para a Hb, o haplétipo Bantu/Benin
apresentou niveis mais elevados do que os demais haplétipos, o que corrobora com
os dados encontrados por Gongalves et al.(2003), mas difere dos resultados obtidos
por Silva e Gongalves (2009) que investigaram a mesma populagao do estudo atual.
Tal divergéncia pode ser justificada pelo aumento na amostra, uma vez que o
numero de pacientes envolvidos no presente trabalho € de 67, enquanto em 2009 as
pesquisadoras investigaram 47 pacientes com AF, ou ainda ao fato dos pacientes
envolvidos no presente trabalho estarem em uso de HU. A HU induz o aumento da
concentracao de HbF, favorecendo um curso clinico menos grave da doencga. Seu
uso terapéutico esta associado ainda a diminuigao reticulécitos e aumento de Hb,
HCM e VCM (NEVES et al., 2012; LIMA et al., 1997).

Os haplétipos da B globina vém sendo alvo de muitos estudos que, assim
como o atual, avaliam a influéncia do polimorfismo nas caracteristicas da doenca.

Russanova et al. (2010) encontraram correlagao positiva entre a mutacao e o estado
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de estresse oxidativo no qual se encontram os pacientes e observaram que os
haplétipos Senegal e Arabe-indiano estdo associados & melhor resposta

antioxidante.

Ja o estudo desenvolvido por Rocha e cols. (2012) tentou associar os
haplotipos com o risco de lesdo no DNA e a possivel interferéncia da HU, que é
potencialmente genotdxica. Os autores concluiram que o risco de lesdo no DNA esta
associado ao polimorfismo genético, onde pacientes com haplétipo Bantu

apresentam maior dano no DNA do que pacientes com haplétipo Benin.

Na associacdo dos haplétipos com os marcadores de inflamacéo,
observamos que o haplétipo Bantu/Bantu apresenta niveis mais elevados dos
marcadores pro-inflamatorios IL-6, IL-8 e PCR-us o que deve justificar o fato do
referido haplétipo ser associado a um pior prognoéstico com grande variedade de
manifestacdes clinicas. Com o aumento do perfil inflamatdrio, os pacientes estao
mais sujeitos a complicagdes clinicas como crises vaso-oclusivas, crises dolorosas,
sequestro esplénico, entre outras. Ja pacientes com haplétipo Benin que
apresentaram menores valores dos mesmos marcadores inflamatérios, tém menor
risco de desenvolver complicagdes clinicas provenientes do quadro inflamatdrio e,

portanto desenvolvem melhor prognéstico.

Apesar de ndo atingir significancia estatistica as citocinas proé-inflamatoérias
TNF-a. e IL-17 também apresentaram tendéncia de elevacdo nos pacientes do

Haplétipo Bantu/Bantu quando comparados ao haplotipo Benin/Benin.

A citocina de carater regulatorio da resposta imune TGF-f também se
mostrou mais elevadas no haplétipo Bantu e diminuidas no haplétipo Benin. Uma
hipdtese para essa constatagdo seria a existéncia de um mecanismo anti-
inflamatoério compensatério na tentativa de controlar a inflamagdo. Como dito
anteriormente, todos os pacientes encontravam-se no estado estacionario da
doenca, entdo citocinas anti-inflamatérias podem ser responsaveis pela manutengao
dos pacientes sem crises, uma vez que se apenas o estado pro-inflamatério
estivesse elevado, o0s pacientes estariam propensos a apresentarem em

complicagdes clinicas.
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O haploétipo Bantu/Benin, mostrou, para os dois perfis de citocinas, valores
intermediarios (exceto para a PCR-us). A esse fato pode-se atribuir duas hipéteses:
o haplétipo Benin poderia apresentar efeito protetor nesses pacientes, o que
diminuiria os niveis comparados ao haplétipo Bantu; ou o haplétipo Bantu pode

revelar-se como fator de agravamento dos perfis inflamatérios nesses pacientes.

Cajado et al. (2011) associaram 0s niveis séricos, os polimorfismos das
citocinas IL-8 e TNF e os haplétipos da AF a fendtipos clinicos de 210 pacientes
criangas. Os dados obtidos demonstram uma correlagao positiva entre a IL-8 e HbS
e uma correlacao inversa com a HbF, caracterizando a IL-8 como um marcador de
mau prognostico com base na maior capacidade de ocasionar hemodlise
intravascular, dano oxidativo, ativacdo e oclusdo vascular. Em relacdo aos
haplétipos uma associagdo multivariada dos marcadores classicos foi obtida e o
haplétipo Bantu foi associado ao pior progndstico com maior risco de sequestro
esplénico nos pacientes. Os alelos A do gene do TNF-alfa e T do gene da IL-8
mostraram-se importantes, preditores de eventos clinicos quando associados aos
haplétipos. Os autores destacaram a contribuicdo de marcadores genéticos no
fendtipo clinico, porém né&o realizaram uma associacao direta entre os haplétipos e

0S niveis séricos das duas citocinas.

Estudo semelhante, porém com a citocina TGF-$ avaliou os polimorfismos do
gene da interleucina e do gene da cadeia da pB-globina e suas respectivas
associagdes com a susceptibilidade a infecgées. Como resultado, um SNP no TGF
esteve associado com a bacteremia, mas novamente uma correlagao direta entre os

haplotipos da AF e os niveis da citocina n&o foi realizada (ADEWOYE et al., 2006).

Entdo, estudos anteriores investigaram a associagao dos haplétipos da -globina
com o progndéstico, com a prevengao de lesdes de érgéos, e com a melhoria da
qualidade de vida de pacientes com AF, mas o entendimento de que o perfil
inflamatorio pode variar de acordo com polimorfismos genéticos ligados ao cluster

da B-globina do paciente falciforme é novo.
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6. CONCLUSAO

Os pacientes com AF demonstraram no presente trabalho um perfil
inflamatdério exacerbado em relacdo a populacdo saudavel, com aumento das
citocinas pro e anti-inflamatérias, o que corrobora com achados que sugerem um

quadro inflamatério crénico nos pacientes.

Para a correlagao entre as concentragcées de HbS e o perfil inflamatério dos
pacientes com AF, o presente trabalho demonstrou uma tendéncia de pacientes que
apresentaram valores elevados de HbS apresentarem também maiores
concentragbes plasmaticas de marcadores pro-inflamatorios (IL-6, IL-8, TNF-a e

PCR-us) e antiinflamatério (TGF-p).

Para a correlagao entre a concentragao de HbF e os marcadores inflamatérios
foi observado que os pacientes com valores elevados de HbF apresentaram
tendéncia de elevagao dos valores de marcadores pro-inflamatorios (IL-8, IL-17,
TNF-a e PCR-us) e anti-inflamatério (IL-10). A hipétese mais aceita para essa
discordancia literaria seria devido ao uso de HU e consequentemente a indugao

medicamentosa da sintese de HbF.

Na associacdao entre o tratamento com HU e o perfil inflamatério dos
pacientes com AF, observou-se que apenas a IL-10 foi sensivel ao medicamento,
pois apresenta valores elevados em pacientes submetidos ao tratamento por um
periodo maior de tempo e a uma dose maior, 0 que sugere que a terapia com HU

nao influenciou o perfil inflamatorio dos pacientes com AF.

O haplétipos mais prevalente determinados nos pacientes adultos com AF no
estado do Ceara foi o haplétipo Bantu (67,1%), seguido do haplétipo Benin (28,3%),
0 que apresentou conformidade com os dados historicos sobre as origens da
populagdo negra trazida ao estado do Ceara e com estudos realizados previamente

no estado.

Na comparagcdo entre os haplétipos e as caracteristicas hematoldgicas
estudadas, o CHCM apresentou valores menores no haplétipo Bantu/Atipico quando

comparado aos demais haplétipos e a Hb apresentou niveis mais elevados no
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haplétipo Bantu/Benin do que os demais haplétipos. Sugere-se a influéncia da HU

nos parametros laboratoriais dos pacientes com AF.

Os resultados sugerem que os haplétipos do cluster da B globina exercem
influéncia no perfil inflamatério dos pacientes com AF. O haplétipo Bantu mostrou-se
associado a um perfil inflamatdrio elevado, enquanto o haplétipo Benin apresentou
perfil inflamatério mais contido, o que estd em conformidade com dados literarios
onde pacientes Bantu sdo considerados de pior prognostico e com maiores chances
de desenvolver complicagdes clinicas provenientes desse estado hiper-inflamatorio,
enquanto pacientes Benin apresentam curso clinico mais brando da doenga com
poucas manifestagdes clinicas que resultam de um perfil inflamatério controlado.
Entdo, o perfil inflamatorio dos pacientes com AF parece estar associado a

polimorfismos genéticos ligados ao gene da beta globina.
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8. APENDICES

APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido aplicado aos
pacientes com anemia falciforme.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada “ESTUDO
DOS MARCADORES DE INFLAMAGAO: CORRELAGAO COM OS HAPLOTIPOS NA
ANEMIA FALCIFORME”, que tem como objetivo principal avaliar se a presenga de uma
alteracao das células do sangue pode estar relacionada com o aumento de inflamagao nos
pacientes com Anemia Falciforme acompanhados no ambulatério do Centro de Hematologia
e Hemoterapia do Ceara-HEMOCE. Caso aceite participar, sera coletado do Sr(a) uma
pequena quantidade de sangue para que possamos analisar se existe influéncia entre estes
elementos e se esses mesmos elementos podem ser responsaveis por fatores que agravam
seu estado de saude.

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera voluntaria e consciente, nao
havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material. Informo que o Sr (a)
pode desistir de participar da pesquisa, a qualquer momento, sem causar nenhum prejuizo
em seu acompanhamento médico no HEMOCE. Sua identidade sera mantida em sigilo
absoluto, sendo a divulgagao dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita
a discussao académica de carater cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificagdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informagdes sobre
procedimentos relacionados a pesquisa.

Convido o Sr (a), participar da pesquisa, em caso de duvida, podera comunicar-se
com a pesquisadora lzabel cristina Justino Bandeira, que reside na rua Jaime Benévolo,
1441, bairro de Fatima, Fortaleza,CE. Fone: (0xx85) 3067-1364/ 8735-6391. Para
informagbdes sobre questdes éticas relacionadas a esse estudo, o senhor(a) podera
dirigir-se ao: Comité de Etica em Pesquisa na Rua Capitdao Francisco Pedro, 1290 —
Rodolfo Teéfilo — 60 430-370 — (85) 3366. 8589— Fortaleza — Ceara.

Para tanto, necessitamos que a Senhor (a) autorize a coleta de 4 mL sangue, coleta
esta que sera realizada por profissionais experientes, com material descartavel e com todos
os cuidados necessarios para que nao oferecam nenhum risco ao paciente. A coleta de
sangue sera realizada no Hemocentro do Estado do Ceara-HEMOCE, localizado na Rua
Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo, durante uma consulta de rotina, sem
prejuizo adicional a sua rotina.

Esse documento sera impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a
outra com a pesquisadora. Certo e ciente dos detalhes acima descritos, e, por concordar na
integra com todos os termos acima expostos, manifestos, por vontades proprias, livres e
conscientes, o proposito de participar do presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador
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