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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma das alteracBes genéticas mais comuns em nosso pais. Os
hapldtipos da B°-globina estdo associados com a heterogeneidade clinica apresentada pela
doenca. Os portadores de AF sdo submetidos a elevados niveis de estresse oxidativo. A
hidroxiuréia (HU) tem sido utilizada no tratamento por sua acdo de elevar os niveis de
hemoglobina fetal e acdo antioxidante. O estudo teve como objetivo investigar o impacto do
uso da HU e dos haplotipos no perfil oxidativo nos pacientes com AF. Foram analisadas
amostras de 64 pacientes acompanhados no Hospital Universitario Walter Cantidio - HUWC
e do grupo controle de 20 individuos sem hemoglobinopatias. Os pacientes foram
estratificados em grupos: uso de HU > 1 ano, uso de HU < 1 ano e sem uso de HU (SHU). A
confirmacdo do diagnostico e a andlise dos hapldtipos foram realizadas através de estudo
molecular. As dosagens do nitrito (NO,’), malonaldeido (MDA), glutationa peroxidase (GSH-
Px), catalase (CAT), glutationas total (GSSG+GSH), oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) e da
relagdo GSSG/GSH (glutationas oxidada/reduzida) foram realizadas por espectrofotometria.
Os niveis medios de NO,, e MDA mostraram-se mais elevados no grupo SHU, sendo
significante apenas para 0 MDA (p < 0,05). O grupo SHU apresentou atividade média das
enzimas CAT (p = 0,031) e GSH-Px (p = 0,036) inferiores aos demais grupos e maior relacdo
GSSG/GSH (p < 0,05). A avaliagdo do estresse oxidativo em relacdo aos hapldtipos
demonstrou que na populacdo sem uso de HU os niveis de NO; e de MDA foram semelhantes
entre 0s grupos, com um aumento nao significante da GSH-Px no grupo Bantu/n em relagéo
ao Benin/n e do indice GSSG/GSH no grupo Benin/n em relacdo ao Bantu/n. Na populacéo
em uso de HU verificou-se um aumento n&o significante dos niveis de NO,™ no grupo Bantu/n
em relacdo ao Benin/n com resultados semelhantes de MDA entre 0s grupos e um aumento
significante da GSH-Px (p<0,03) no grupo Benin/n em relagéo ao Bantu/n. Os resultados da
CAT foram semelhantes entre os grupos. A relacdo GSSG/GSH foi maior, porém nao
significante no grupo Bantu/n em relagdo ao Benin/n. Os resultados do presente estudo
reforcam a hipoOtese de que os pacientes com AF apresentam um estado hiperoxidativo com
niveis elevados dos produtos do estresse oxidativo e diminuidos do perfil antioxidante e que a
hidroxiuréia teve um impacto sobre o perfil oxidativo. No entanto, em relacdo ao impacto dos
hapl6tipos no estresse oxidativo, estudos posteriores com uma maior amostragem devem ser
recomendados para confirmar nossos resultados, considerando que o grupo de pacientes nao
tratados com HU foi menor que o grupo de pacientes em uso de HU, o que pode ter
interferido na andlise estatistica dos resultados.

Palavras-chaves: Anemia falciforme. Estresse oxidativo. Hidroxiuréia. Haplotipos.



ABSTRACT

The sickle cell anemia is one of the most common genetic disorders in our country. The B-
globin haplotypes are associated with the clinical heterogeneity of the disease. Individuals
with sickle cell disease are subjected to high levels of oxidative stress. Hydroxyurea (HU) has
been used as treatment and it increases the levels of fetal hemoglobin having an action
antioxidant. The study aimed to investigate the impact of the use of HU and haplotypes in the
oxidative status in patients with sickle cell anemia. Samples from 64 patients treated at the
University Hospital Walter Cantidio - HUWC and the control group of 20 individuals without
hemoglobinopathies. Patients were stratified into groups: the first one using HU > 1 year, the
second using HU < 1 year and the third using of HU (SHU). Confirmation of the diagnosis
and analysis of haplotypes were performed by molecular study. The measurements of nitrite
(NO7), malonaldehyde (MDA), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT),
glutathione total (GSSG+GSH), oxidized (GSSG) and reduced (GSH) and the ratio
GSSG/GSH (glutathione oxidized/reduced) were performed by spectrophotometry. Mean
levels of NO,” and MDA were shown to be higher in SHU group, being significant only for
MDA (p < 0,05). The assessment of oxidative stress in relation to haplotypes showed that the
population without the use of HU levels of NO,” and MDA were similar between groups, with
an insignificant increase of GSH-Px in the Bantu/n compared with Benin/n and index
GSSG/GSH in the Benin/n compared with Bantu/n. In the population using the HU there was
a nonsignificant increase in the levels of NO, in the Bantu/n compared with Benin/n with
similar results between groups of MDA and a significant increase in GSH-Px (p <0.03) in the
Benin/n compared with Bantu/n. The results of CAT were similar between groups. The ratio
of GSSG/GSH was higher but not significant in the Bantu/n compared to Benin/n. The results
of this study support the hypothesis that patients with the sickle cell anemia have a state
hiperoxidativo products with high levels of oxidative stress and decreased antioxidant status
and that of hydroxyurea had an impact on oxidative stress. However, regarding the impact of
the haplotypes in oxidative stress, further studies with a larger sample should be
recommended to confirm our results, considering that the group of patients not treated with
HU was lower than the group of patients using HU, the which may have interfered in the
statistical analysis of results.

Keywords: Sickle cell anemia. Oxidative stress. Hydroxyurea. Haplotypes.
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1 INTRODUCAO

1.1Hemoglobina humana

A hemoglobina (Hb) é uma proteina presente no interior dos eritrocitos e tem
como principal funcdo transportar o oxigénio (O) dos pulmdes para os tecidos, mas também,
especificamente, interagir com outros trés gases, o dioxido de carbono (CO,), 0 monoxido de
carbono (CO) e o 6xido nitrico (NO), que desempenham importantes funcGes bioldgicas
(MARENGO-ROWE, 2006; SCHECHTER, 2008).

A molécula de hemoglobina apresenta-se como uma estrutura tetramérica
composta por um conjunto de quatro cadeias ou subunidades polipeptidicas simétricas,
dispostas em pares, denominadas de globinas. As combinagdes entre as diversas cadeias de
proteinas ddo origem as diferentes hemoglobinas presentes nos eritrcitos. As cadeias
globinicas se agrupam, normalmente, em pares, de acordo com o tipo de hemoglobina, sendo
um par denominado cadeias tipo alfa (a- alfa, (- zeta) e outro par cadeias tipo beta (B-beta, o-
delta, y-gama, g-épsilon). As cadeias polipeptidicas da hemoglobina, predominante no adulto,
séo de dois tipos, cadeias alfa (a), que possuem uma sequéncia de 141 aminodcidos, e cadeias
beta (B), de 146 aminoécidos, ambas similares em comprimento, mas diferindo na sequéncia
de aminoécidos (Figura 1). As propriedades funcionais da hemoglobina sdo determinadas,
principalmente, pelas caracteristicas dos aminoacidos presentes em suas cadeias globinicas
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; MARENGO-ROWE, 2006; SCHECHTER, 2008).

Molécula da Hemoglobina
ferro grufpo heme

eritrocito
cadeia B

forma helicote
polipeptidica

Figura 1 - Representacdo da estrutura da molécula de hemoglobina.

Fonte: adaptado de MADER, 1997.
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As hemoglobinas sdo constituidas através da interacdo das cadeias polipeptidicas
do tipo o e B a um ndcleo central, formado por um grupo prostético heme (ferro-
protoporfirina 1X), através de ligaces ndo-covalentes. Os quatro atomos de ferro, presentes
em cada nicleo central, estdo na forma de fons de ferro ferroso (Fe*?) e encontram-se
protegidos estruturalmente do contato com o meio aquoso. Cada fon Fe*? disp&e-se unido a
um atomo de nitrogénio e a um atomo de molécula gasosa na posi¢cdo oposta. A ligacao
reversivel destas moléculas aos 4tomos de Fe*? e o arranjo espacial das cadeias globinicas
determinam a afinidade, solubilidade e estabilidade das moléculas dos gases (O,, CO e NO),
permitindo o transporte destes pela hemoglobina (WEATHERALL; PROVAN, 2000;
MARENGO-ROWE, 2006; SCHECHTER, 2008).

Os genes que codificam a sintese de cada uma das cadeias globinicas estdo
organizados em complexos multigénicos denominados de grupamentos génicos (cluster). O
grupamento génico o localiza-se na regido telomérica no braco curto do cromossomo 16, com
aproximadamente 30 kb, sendo composto pelos genes o (genes o, € a,), que codificam as
cadeias globinicas o, um gene para a cadeia polipeptidica embrionaria (2, pelos pseudogenes
a (yor € yap) € C (yli1)) e por um gene de funcdo indeterminada @ (teta) (16p 13.3)
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; SONATI; COSTA, 2008). A expressao do gene da o-
globina parece ser controlada por uma regido na posi¢do 5° do DNA, denominada de sitio
hipersensivel 40 (HS-40), que promove a transcricdo de fatores eritroides especificos ligados
ao gene o (HIGGS et al., 2005; SCHECHTER, 2008).

O grupamento génico B, de aproximadamente 70 kb, encontra-se localizado no
brago curto do cromossomo 11, e inclui os genes que codificam para as cadeias B3, genes para
cadeias 8, €, y (v e y®) e pseudogene B (yf) (11p 15.5) (WEATHERALL; PROVAN, 2000;
ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000; STEINBERG, 2005). A expressdao génica do
grupamento 3 € regulada por uma regido localizada na posi¢dao 5’ deste, denominada regido
controladora do locus (locus control region - LCR), possuindo 5 sitios hipersensiveis a
clivagem pela DNase | (OGEDEGBE, 2007) e ¢ essencial para a expressdo de todos o0s genes
do complexo (THEIN, 2005).

A molécula de hemoglobina é produzida em estagios especificos durante o
desenvolvimento humano, levando & producgéo de vérios tipos de hemoglobinas, incluindo as
hemoglobinas embrionarias, a hemoglobina fetal (HbF), a hemoglobina A (HbA) e a
hemoglobina A, (HbA;) (HARJU, McQUENN; PETERSON, 2002; OGEDEGBE, 2007).

Durante o periodo embrionario os genes ( e € sdo, inicialmente, expressos no saco vitelinico,
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na regido para-aortica e, posteriormente, no figado, resultando na producdo das hemoglobinas
embrionarias Gower | ({z¢2), Gower 2 (0z¢;) ¢ Portland (C2y2). Aproximadamente apds a 12°
semana gestacional, ocorre a supressdo destes genes pela expresséo de 2 genes a. e 2 genes vy,
induzindo a producdo de HbF (ayy,). Durante o periodo fetal, a HbF € sintetizada no figado e
baco. Por volta do 7" més de vida intra-uterina, a medula éssea assume o comando da
producao celular. Apoés o nascimento, as cadeias y sdo gradualmente substituidas pelas
cadeias B e & dando lugar as HbA (o2f2) e Ay (0207). Seis meses ap0s 0 nascimento,
predomina a HbA, tornando-se mais de 95% do total da Hb celular, enquanto que os niveis de
HbA, correspondem de 3-5% e HbF de 0-2% (WEATHERALL; CLEGG, 2001; TORRES;
BONINI-DOMINGOS, 2005; SONATI; COSTA, 2008) (Figura 2).

Genes a (Cromossomo 16)

HS-40 YE 11 ol
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Embriondrias |  Fetal | Adulta
1 ]
Hb Gower 1 : HbF : HbA
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| 1
@ I ww 1 G
Hb Portland | |
Gl | I
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Figura 2 - Estrutura dos grupamentos génicos (cluster) dos genes das cadeias o e f3
nos cromossomos 11 e 16 e a producdo das proteinas globinicas humanas.
LCR: regiéo controladora do locus.

Fonte: SCHECHTER, 2008.

1.2 Hemoglobinopatias hereditarias

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doencas genéticas, caracterizadas
por alteracbes que afetam os genes da por¢do globinica da molécula de hemoglobina, com

ampla distribuicdo mundial. Essas alteragfes, em sua maioria, séo representadas por mutacoes
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pontuais em um unico nucleotideo, podendo, ainda, serem originadas por microinsercdes ou
microdele¢des, dele¢Bes ou crossing over desiguais entre cromatides parentais (BERTHOLO,
MOREIRA, 2006; SONATI; COSTA, 2008).

Mutacdes nos genes das globinas podem levar a producdo de hemoglobinas
estruturalmente alteradas, a maioria ocasionada por simples substituicbes de bases no DNA,
com a correspondente troca de aminoacidos na proteina. Embora maior parte das alteracbes
ocorra em cadeias [, alteracoes de cadeias a, y € & sdo também relativamente comuns
(KIMURA et al., 2008).

As hemoglobinopatias podem ser classificadas em Hb variantes ou anémalas,
resultantes de alteragdes estruturais, geralmente originadas por substituicbes simples,
pequenas insercdes ou delecdes de bases que afetam regides codificantes dos genes, dando
origem a substituicdo de aminoacidos na cadeia da proteina. As talassemias resultam de
alteracbes na sintese, onde um ou mais tipos de cadeias da globina sdo parcial ou
completamente suprimidas e, menos frequentemente, podem ocorrer combinagdes destes dois
fendtipos (WEATHERALL; PROVAN, 2000; SONATI; COSTA, 2008).

As hemoglobinopatias estdo entre as doencas monogénicas mais comuns, com
mais de 1.000 alelos mutantes diferentes identificados por testes moleculares (OLD, 2003).
No Brasil as hemoglobinopatias constituem um problema de sadde publica (GUIMARAES;
COELHO, 2010). Na populagéo brasileira podemos observar, mais comumente, alterages
representadas pelas hemoglobinas S (HbS) e C (HbC), ambas de origem africana, mostrando a
intensa participacdo do negro na composicao populacional brasileira. As talassemias sdo mais
frequientes em regides que tiveram maior participacdo da colonizacéo italiana, enquanto que
hemoglobinas variantes raras como, D, J, I, N, e G, séo encontradas em diferentes localidades
do Brasil (ORLANDO et al., 2000).

1.3 Anemia Falciforme

1.3.1 Dados epidemioldgicos

O gene da HbS apresenta uma ampla distribuicdo geografica, podendo ser
encontrado em grande parte da Africa, Oriente Médio, india e em algumas regies do

Mediterraneo (OGEDEGBE, 2007). A maior prevaléncia ocorre na Africa tropical e entre a
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populacdo negra de paises que participaram do trafico de escravos (LOUREIRO;
ROZENFELD, 2005). Estima-se que aproximadamente 7% da populacdo mundial seja
acometida por hemoglobinopatias representadas, na sua maioria, pelas talassemias e pela
doenca falciforme (WEATHERALL,; CLEGG, 2001).

A anemia falciforme (AF) afeta milhdes de pessoas no mundo ocorrendo,
aproximadamente, em 1 a cada 500 nascimentos de afro-americanos e em 1 a cada 1.000-
4.000 nascimentos de hispano-americanos (GONCALVES et al., 2003). Estima-se que 80.000
americanos tenham a doenca, e cerca de 9% dos afro-americanos apresentem 0 traco
falciforme (OGEDEGBE, 2002).

A HbS foi trazida as Américas pela imigragdo forcada dos escravos africanos. No
Brasil se distribuiu heterogeneamente, sendo mais freqliente onde a proporcdo de
antepassados africanos da populacdo é maior (RAMALHO; GIRALDI; MAGNA, 2008),
ocorrendo principalmente na regido nordeste do pais e nos estados de S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais. Nessas regides, observa-se o surgimento de um novo caso de doenca
falciforme para cada 1.000 nascimentos (LOBO et al., 2003).

A AF é a doenca hereditaria monogénica mais comum no Brasil, onde se estima a
ocorréncia de, aproximadamente, 25.000 a 30.000 casos de individuos portadores da forma
homozigoética (HbSS) da HbS, sendo predominantemente observada entre os afro-
descendentes (CANCADO; JESUS, 2007), acometendo de 0,1% a 0,3% da populagdo negra
brasileira com tendéncia a atingir parcela cada vez mais significativa da populacdo, devido ao
alto grau de miscigenacdo em nosso pais (DI NUZZO; FONSECA, 2004).

1.3.2 Alteracdo molecular dos eritrocitos com HbS

A AF foi descrita pela primeira vez em 1910, por Herrick que observou as
manifestacdes clinicas e hematoldgicas da doenca em um paciente anémico indiano. Em
1945, Pauling e colaboradores (1949), determinaram que uma mutacdo pontual no gene que
codifica a cadeia  da molécula de hemoglobina resultaria na hemoglobina da célula
falciforme ou HbS. Esta hipotese foi validada em 1949, pela demonstracdo da migragédo
diferencial de hemoglobina falciforme versus hemoglobina normal avaliadas por eletroforese
(MARENGO-ROWE, 2006; FRENETTE; ATWEH, 2007).
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A AF é uma doenga hereditaria homozigética decorrente da mutacdo genética na
cadeia B-globina, comportando-se clinicamente como uma doenca multigénica e com grande
variabilidade fenotipica (STEINBERG, 2005). A mutacdo pontual ocorre em uma base
nitrogenada no sexto cdédon do gene da B-globina, levando a substituicdo do nucleotideo
adenina por timina (GAG—GTG), o que resulta na producdo do aminoacido valina em lugar
do acido glutamico. Essa substituicdo leva a modificacBes fisico-quimicas na molécula da
hemoglobina e a reducdo da solubilidade da molécula de deoxihemoglobina, fazendo com que
os eritrécitos assumam uma forma irregular (WAGENER et al., 2001; GONCALVES et al.,
2003; STUART; NAGEL, 2004).

O termo doencas falciformes denomina um grupo de doencas genéticas
autossdmicas recessivas, relacionadas ao gene da [-globina, caracterizadas pela presenca da
HbS associada a outra alteracdo da Hb. Individuos acometidos por duas copias do gene da
HbS (HbSS) sdo ditos homozigotos e apresentam, principalmente, em sua circulagcdo a HbS,
sendo esta condigdo denominada de anemia falciforme (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY,
2000). Embora a forma homozig6tica seja a mais comum e grave destas doencas, existem
também o0s heterozigotos compostos, em que os individuos apresentam uma molécula de HbS
e uma outra alteracdo da Hb, estrutural ou talassémica, resultando em combinagdes de HbS
com beta ou alfa talassemia, hemoglobina C, hemoglobina D ou outras hemoglobinas, com
caracteristicas clinicas distintas (MARENGO-ROWE, 2006). Todos os individuos
homozigotos ou heterozigotos compostos da HbS apresentam manifestacdes clinicas, com
excecdo dos heterozigotos da HbS (AS) que sdo, via de regra, assintomaticos. Nas doencas
falciformes os sintomas geralmente aparecem ap0s 0s primeiros 6 meses de vida. O quadro
mais grave se apresenta em individuos HbSS, seguidos por SB -talassemia, com baixos niveis
de HbF, enquanto os quadros mais leves sdo aqueles que apresentam niveis elevados da HbF.
Os individuos com HbSC e HbS/p*-talassemia tendem a apresentar um curso benigno da
doenga (WEATHERALL; PROVAN, 2000; ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000).

Individuos heterozigotos da HbS sdo denominados portadores de trago falciforme
(HbAS). Sédo em geral assintomaticos, sem propensdo a complicacbes vaso-oclusivas. A
importancia do trago falciforme esta relacionada com as suas implicagdes no aconselhamento
genético (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000; LONERGAN; CLINE;
ABBONDANZO, 2001).

O genotipo é um importante fator de risco para a gravidade da doenca. Os

gendtipos que possuem maior producdo de HbF, que dificultam a polimerizacdo e a
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falcizacdo, apresentam menor gravidade e intensidade das manifestacdes clinicas (ASHLEY -
KOCH; YANG; OLNEY, 2000).

Além do gendtipo e dos niveis de HbF, outros fatores funcionam como
moduladores da gravidade clinica da doenca, como os haplétipos do cluster do gene da
B—globina e a co-expressdo de a-—talassemia (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000;
OGEDEGBE, 2007).

1.3.3 Mecanismos envolvidos na fisiopatologia na anemia falciforme

A molécula de hemoglobina normal apresenta uma estrutura molecular tri-
dimensional, em que a estabilidade do tetrdmero da hemoglobina depende do posicionamento
molecular interno dos aminoacidos ndo-polares e da estabilidade da extensa area de contato
entre as cadeias o3if;. Na maioria das hemoglobinas instdveis uma ou mais dessas
propriedades encontram-se alteradas (MARENGO-ROWE, 2006).

A producdo do aminoacido valina em substitui¢do ao acido glutamico produz uma
regido de contato hidrofébica entre a valina da HbS e o aminoacido de outra molécula da HbS
(VEKILOV, 2007). Essa mudanca de carga gera alteracGes na superficie molecular quando
em desoxigenacao, fazendo com que a cadeia de HbS apresente uma maior propenséao de se
ligar a outras cadeias de HbS, resultando em uma unidade estrutural retorcida composta por
duas moléculas de hemoglobina ligadas entre si. Esse processo € denominado de
polimerizacdo. O resultado € a formacdo de uma estrutura, relativamente rigida, no interior
dos eritrdcitos, constituida por moléculas de hemoglobinas polimerizadas, levando a formacao
de feixes de fibras de polimeros, denominados de “corpos tactéides”, que formam uma rede
em gel. Estes feixes de fibras se projetam dentro da membrana plasmatica gerando projecGes
espiculadas, alterando a conformacdo dos eritrocitos, que assumem uma forma tipica em
“foice” (Figura 3) (LONERGAN; CLINE; ABBONDANZO, 2001; LEW; BOOKCHIN,
2005; WILSON; FORSYTH; WHITESIDE, 2009).
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Figura 3 - Fisiopatologia da anemia falciforme. Figura A - molécula de hemoglobina
composta por duas cadeias o e duas cadeias B-falciforme. Figura B - cadeias p—falciforme
se unem umas as outras formando uma cadeia de moléculas de hemoglobina. Figura C -
moléculas de hemoglobina se ligam entre si, criando uma estrutura polimérica de grande
porte. Figura D - o eritrécito é distorcido por rigidos feixes de polimeros em seu interior,
resultando em uma forma eritrocitiria alongada em “foice”. Figura E - eritrécitos
falciformes obstruem os vasos da microcirculagéo.

Fonte: LONERGAN; CLINE; ABBONDANZO, 2001

A polimerizacdo da HbS desoxigenada é o principal evento, indispensavel, na
patogénese molecular da AF. E um processo continuo que depende de numerosas variaveis
como, concentracdo da HbS intra-eritrocitaria, grau e velocidade de desoxigenacao celular,
pH, composicdo da hemoglobina intracelular (como a HbF, que pode inibir a polimerizacao),
temperatura, pressdo e forga idnica (LONERGAN; CLINE; ABBONDANZO, 2001;
STUART; NAGEL, 2004).

Além das evidentes mudancas provenientes da formacdo de polimeros de
hemoglobina intracelular, a polimerizacdo pode ter um impacto direto sobre a membrana
plasmética, deformando a membrana dos eritrocitos, causando a perda maciga de céations.
Dentre as alteracGes de membrana, destacam-se a exposi¢do extracelular dos epitopos de
proteinas e glicolipidios, normalmente encontrados no interior da céelula (como espectrina-
actina, fosfatidilserina), a reducéo de glicoproteinas, geracdo de radicais livres e aceleracéo da

apoptose, decorrente do aumento de calcio intracelular pela faléncia da bomba de
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Ca’*/ATPase na membrana eritrocitaria. Essas alteragbes e o aumento da expressdo de
moléculas de adesdo nos eritrocitos em estresse podem explicar a maior aderéncia dos
eritrocitos falciformes ao endotélio vascular (LANG et al., 2002; YASIN et al., 2003; REN et
al., 2006; FRENETTE; ATWEH, 2007; MARTINS et al., 2009).

A perda da maleabilidade celular e 0 aumento da viscosidade sanglinea levam a
um processo obstrutivo, denominado de crise vaso-oclusiva, decorrente da obstrucéo
microvascular em um ou mais locais, provocando dor e inflamacéo local. Esse evento se
caracteriza pela presenca de diversas etapas e pela natureza heterocelular e multifatorial
envolvida, principalmente, pela interacdo das células em “foice” entre si e ao endotélio
vascular. Crises vaso-oclusivas recorrentes levam aos processos de isquemia e reperfuséo e
danos a célula endotelial vascular, com consequente liberacdo do fator de von Willebrand,
agregacdo plaquetaria, liberacdo de citocinas e recrutamento, para estes locais, de
granuldcitos, macrofagos e células T, levando a uma resposta inflamatéria continua, que é
propagada através da elevacdo dos niveis de citocinas inflamatorias, reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico e por estresse oxidativo. A obstrucdo e a inflamacéo, por
sua vez, causam mais hipdxia e acidose e, conseqlientemente, mais falcizacdo, resultando em
ciclo vicioso da AF (PLATT, 2000; STUART; NAGEL, 2004, BOYTON, 2008;
VERDUZCO; NATHAN, 2009; CONRAN; FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009;
CONRAN; COSTA, 2009).

As consequéncias fisiopatoldgicas da falcizacdo assumem duas vertentes:
obstrucdo de pequenos vasos por células falciformes, eventos vaso-oclusivos, que podem ser
extremamente dolorosos, e anemia hemolitica, devido a reduzida meia-vida das células
falciformes (WILSON; FORSYTH; WHITESIDE, 2009). A sequéncia de eventos,
polimerizacdo - deformacdo celular - vasocluséo — crises falciformes, onde a polimerizagéao é
o principal evento patogénico, determina um cendrio continuo e determinante na evolucéo das
manifestagdes clinicas da doenca (VEKILOV, 2007).

1.3.4 Principais manifestac¢Ges clinicas na anemia falciforme

Apesar do fato de todos os individuos com AF apresentarem a mesma mutagado no

DNA, a gravidade das manifestacBes clinicas e hematoldgicas € extremamente variavel,
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podendo se apresentar como uma doenca grave ou uma condicdo com sintomatologia leve
(INATI et al., 2003).

O fendtipo clinico da AF é muito variavel podendo ser influenciado por fatores
adquiridos e hereditarios. Entre os fatores adquiridos mais relevantes estéo os fatores sociais e
econdmicos, como, por exemplo, a qualidade e o acesso a assisténcia médica, condi¢des de
trabalho, qualidade de moradia e higiene, alimentacdo, educacdo e doencas infecciosas
associadas. Ja os fatores genéticos sdo influenciados por trés caracteristicas: variagdes nos
niveis de HbF, o tipo de haplotipo associado ao gene da HbS e a co-existéncia de alfa-
talassemia (MOUSSINHO-RIBEIRO et al., 2003; ZAGO, PINTO; 2007; GUIMARAES;
COELHO, 2010).

A evolucdo das doencas falciformes é marcada por um amplo espectro de
complicacdes clinicas, que atingem a maioria dos orgaos. Entre as manifestacdes clinicas
mais freqlientes da doenca estdo: anemia, Ulceras de perna, crises aplasticas, seqlestro
esplénico, crises algicas, sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral (AVC),
alteracdes pulmonares e oculares, priapismo, retardo no crescimento e desenvolvimento,
suscetibilidade aumentada a infeccbes e alteraces em varios o6rgdos (WEATHERALL;
PROVAN, 2000; STUART; NAGEL, 2004; KUTLAR, 2005; ZAGO; PINTO, 2007).

A principal causa da anemia nesses pacientes é a menor sobrevida das hemécias,
caracterizando-se com uma anemia hemolitica. A falcizacdo fendbmeno caracteristico da AF,
além de causar anemia hemolitica crbnica, ainda € responsavel pela obstrucdo de vasos
sanguineos, com consequentes crises de dor, infarto e necrose de diversos 6rgdos, como 0ss0s
e articulagdes, baco, pulmdes e rins. No entanto, além da hemolise, outros fatores podem
contribuir para a génese da anemia ou agrava-la, como a caréncia de folato, a insuficiéncia
renal, as crises aplasticas e a esplenomegalia (MOUSSINHO-RIBEIRO et al., 2003; ZAGO,
PINTO; 2007).

O baco tem um papel singular nas doencas falciformes. O caracteristico fluxo
lento e tortuoso da sua microcirculacdo, o torna bastante suscetivel a congestdo e
polimerizacdo eritrocitiria. Na maioria dos pacientes falciformes os numerosos infartos
progridem ao longo do tempo, levando a fibrose e ao desaparecimento anatémico do érgédo
(auto-esplenectomia funcional) e, em alguns casos, embora presente, 0 baco apresenta perda
da sua funcdo (asplenia funcional) (LONERGAN, CLINE; ABBONDANZO, 2001; ZAGO;
PINTO 2007).

A dor no paciente falciforme pode ser um sintoma agudo ou crénico. No quadro

agudo, a dor esta associada a isquemia tecidual aguda causada pela vaso-oclusdo. Neste



27

quadro o controle répido da dor € essencial para interromper o processo vaso-oclusivo.
(ZAGO, PINTO; 2007).

O pulméo € o principal 6rgao envolvido na AF. As lesdes variam de processos
agudos, tais como pneumonia e STA, a eventos cronicos, como fibrose pulmonar. A STA ¢é
um termo utilizado para descrever uma doenca pulmonar aguda de origem mista que envolve,
na maioria dos casos, a combinacio de processos vaso-oclusivos e infeccdes. E caracterizada
pelo comprometimento pulmonar e por uma combinacao de fatores, tais como, febre, dor no
peito e comprometimento pulmonar (LONERGAN, CLINE; ABBONDANZO, 2001; ZAGO;
PINTO, 2007).

Das vérias consequéncias graves na anemia falciforme, o AVC agudo e a
isquemia cerebral cronica estdo entre as principais causas de incapacitacdo entre os pacientes
falciformes. Cerca de 25% dos pacientes com AF apresentardo pelo menos uma complicagédo
neuroldgica durante a sua vida, dessas 11% ocorrem antes dos 20 anos, aumentando para 24%
até a idade de 45 anos. O risco de AVC é maior durante a primeira década de vida, sendo mais
significativo entre as idades de 2 a 5 anos (VERDUZCO; NATHAN, 2009).

As complicacdes 6sseas na AF incluem, o infarto 6sseo e a osteomielite, ambos
causados pelo congestionamento celular na medula que ocorre na maioria dos individuos
falciformes. Outra complicacdo Ossea € a dactilite (sindrome de mé&o-pe), que se apresenta
como um processo de necrose e inflamagdo da medula 6ssea das extremidades dos membros,
frequiente nos dois primeiros anos de vida, desaparecendo com o crescimento, quando a
medula 6Ossea dessa regido € substituida por medula gordurosa (LONERGAN, CLINE;
ABBONDANZO, 2001; ZAGO; PINTO, 2007).

O priapismo na AF apresenta-se como uma erecdo persistente, geralmente
dolorosa, sem estimulo sexual, que acomete de 30% a 45% dos individuos do sexo masculino
com AF. Episodios repetitivos de priapismo podem resultar em fibrose peniana e impoténcia.
A presenca dos episddios podem estar relacionados ao baixo fluxo venoso, hipoxia, acidose,
estase e isquemia tecidual (LONERGAN, CLINE; ABBONDANZO, 2001; DRISS et al.,
2009).

A expectativa de vida em pacientes com anemia falciforme estd aumentando, mas
¢ ainda muito baixa quando comparada com a da populacdo em geral. Pacientes com HbSS
apresentam expectativa média de vida de 42 e 48 anos, nos sexos masculino e feminino,
respectivamente (SCHNOG et al., 2004). Atualmente, a mortalidade nesta faixa etaria vem

apresentando decréscimo, provavelmente, resultado de programas de triagem neonatal
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(diagndstico precoce), ampliagdo do acompanhamento médico e tratamento profilatico na
prevencéo de infec¢des (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000).

1.3.5 Os haplétipos na anemia falciforme

O grupamento génico da PB-globina foi o primeiro segmento de DNA nuclear
amplamente estudado para a analise das relacBes evolutivas entre as populacdes humanas
(MOUSSINHO-RIBEIRO et al., 2003). Essa regido apresenta uma série de numerosos
polimorfismos (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000).

A anélise do grupamento génico da B—globina, que ocorre através de enzimas ou
endonucleases de restricdo capazes de quebrar ligacbes entre bases nitrogenadas especificas,
demonstrou que o segmento cromossdmico entre os genes &, v, 8 ¢ p°, pode conter diferentes
seqliéncias de polimorfismos ou haplétipos. (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000).
Essas variantes polimorficas estdo concentradas em regiGes conservadas, ricas em fatores de
transcricdo e sitios de ligacdo para a expressdo do cluster B°, servindo como marcador
genético e de progndstico da doenca (OGEDEGBE, 2007).

Os haplo6tipos representam uma combinacdo de polimorfismos observados em um
cromossomo particular e sdo especificos para determinadas popula¢cdes ou grupos étnicos,
sendo utilizados no estudo da origem e evolugédo das populagdes humanas (ASHLEY-KOCH,;
YANG; OLNEY, 2000). Os haplétipos do cluster B° sdo determinados através da analise do
polimorfismo em sitios de restricdo, que diferenciam os cinco principais haplétipos por meio
das endonucleases de restrigio: &/HindIl, ®y/HindIIl, “y/HindIII, 3'yp/HindIl e B/Avall
(RAHGOZAR et al., 2000; OGEDEGBE, 2007) (Figura 4).
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Figura 4 - Haplétipos B°. Representacdo do cluster do gene da B-globina com identificacdo
dos polimorfismos de acordo com os sitios de clivagem pelas endonucleases de restricéo.

Fonte: Adaptado de STUART; NAGEL, 2004.

Os haplotipos da B°-globina sdo nomeados conforme regides geograficas
especificas da Africa e Oriente Médio, onde eles se originam e predominam (ZAGO et al.,
2001). O hapldétipo Senegal, originario no Senegal, estd associado com a forma mais benigna
da doenca, seguido pelo haplétipo Benin, originario da regifo centro-oeste da Africa, Nigéria,
Gana e paises do golfo do Benin. O Bantu ou Republica Centro Africana, encontrado na
Africa Central, desenvolve a forma mais severa da doenca. O Camardes é encontrado no
Camardes, e o haplétipo asiatico Arabe-indiano é encontrado na provincia da Aréabia-Saudita
e Norte da Africa. Os trés haplGtipos mais comuns nas Américas sdo o Senegal, Benin e
Bantu (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000; OGEDEGBE, 2002; OGEDEGBE, 2007).

Os haplotipos da B°-globina estdo associados com a heterogeneidade clinica
apresentada na AF, diferindo quanto a gravidade, frequéncia e padrdo dos sintomas clinicos.
Essa diferenciacdo quanto a apresentacdo clinica da doenca parece estar correlacionada com a
variacdo da dosagem de hemoglobina e concentracdo de HbF (ASHLEY-KOCH; YANG;
OLNEY, 2000; STEINBERG, 2005). No entanto, mesmo entre 0s portadores desses
polimorfismos, ha uma diversidade de fatores outros, ainda ndo totalmente esclarecidos que
contribuem para a variabilidade clinica observada (STEINBERG, 2005).
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1.4 Hemoglobina fetal

A hemoglobina fetal (HbF) é o mais estudado modulador genético da AF e
desempenha um importante efeito benéfico sobre a mesma, inibindo a polimerizacdo da
deoxihemoglobina S (STEINBERG, 2005). Esse efeito ocorre em razdo da HbF (o,y,) e do
hibrido assimétrico (a.B®), produzido por cadeias polipeptidicas das duas hemoglobinas, ndo
serem incorporados ao polimero durante o processo de polimeriza¢do das moléculas de HbS,
devido a presenca do aminoacido alanina na posicdo 136 da cadeia y, 0 que impede a sua
interacdo hidrofdbica com a molécula HbS. Devido a esse potente efeito anti-falcizagdo, o
aumento da producdo de HbF apresenta-se como uma grande meta terapéutica na AF
(STUART; NAGEL, 2004; KUTLAR, 2005; OGEDEGBE, 2007; DRISS et al., 2009).

A HDbF é produzida através da hipometilagdo do gene promotor da y-globina e esta
restrita a um pequeno contingente de eritrocitos, denominados de células F. Nos pacientes
com AF, as células F contém cerca de 20% de HbF e 80% de HbS, enquanto os outros
eritrocitos contém somente HbS. O nimero de células F de um individuo estd sob controle
genético, embora ndo se saiba se esse controle seja do tipo monogénico ou poligénico
(NAOUM, 2000; FIGUEIREDO, 2007).

O aumento na concentracdo de HbF se apresenta como um importante modulador
clinico no quadro das doencas falciformes e estd associado a um curso menos grave das
mesmas (ASHLEY-KOCH; YANG; OLNEY, 2000). Elevados niveis de HbF inibem a
polimerizagdo da HbS tornando-a capaz de transportar o oxigénio, minimizado muitas das
complicagdes clinicas associadas com a AF, tais como acidente vascular cerebral e Glceras de
membros inferiores (OGEDEGBE, 2007). Os niveis de HbF necessarios para exercer uma
funcdo benéfica na AF sdo variaveis. A elevacdo da concentracdo de HbF de 5,4% para 39,8%
reduz o risco de dactalite, crises algicas, STA e sequestro esplénico agudo. A presenca de
HbF de 10% ou mais parece estar associada com a menor incidéncia de Ulceras crénicas de
perna em criangas com AF (OGEDEGBE, 2002).

Diversos determinantes genéticos parecem contribuir para a heterogeneidade nos
niveis de HbF, incluindo: os haplétipos do cluster do gene da B°-globina e a sua associacdo
com seus dominios de regulacdo, os elementos regulatorios em outros cromossomos, a
hipometilagdo do gene y, os fatores de transcricdo e os genes moduladores da eritropoese
(STEINBERG, 2005; DAVIES; GILMORE, 2003).
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Outros elementos, tambeém, parecem estar envolvidos na variabilidade dos niveis
de HbF. Um deles seria a presenca de loci produtores de células F, o QTL (quantitative trait
loci) ligado ao cromossomo que estaria associado com o numero de células F; até o0 momento,
foram descritos trés loci: QTL na posicdo 8q (interage com o polimorfismo -158C-T®y)
modula a HbF; QTL na posi¢do Xp22 (associado ao numero de células F na B-talassemia);
QTL na posigdo 6022.3-23.2 (apresenta a correlagdo mais evidente com os niveis de HbF).
Outro elemento seria a presenca de polimorfismos denominados SNPs (single nucleotide
polymorphisms), que tém sido associados com os niveis de HbF, sugerindo que estes podem
agir, também, como elementos reguladores e moduladores de HbF (STEINBERG, 2005;
FIGUEIREDO, 2007; DRISS et al., 2009).

O objetivo principal na utilizacdo da inducdo de HbF no tratamento da AF é que a
mesma alcance niveis capazes de inibir ou retardar a polimerizacdo da HbS. Muitas drogas
atuam como agentes indutores da expressdo de HbF como, hidroxiuréia, agentes
demetiladores de DNA (5-azacitidina), fatores de crescimento hematopoético (eritropoetina),
acidos graxos de cadeia curta (butiratos e derivados) e os inibidores da histona deacetilase.
Elas podem agir em uma ou mais vias, seja através da promocdo da hipometilacdo do gene da
v-globina ou por produgéo de progenitores eritroides envolvidos na sintese de HbF através de
seus efeitos citotoxicos (STEINBERG; BRUGNARA, 2003; BANK, 2006).

1.5 Radicais livres

As moléculas organicas e inorganicas e 0s atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais
livres (VALKO et al., 2007) Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas instaveis,
com meia-vida muito curta e, quimicamente, muito reativas (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os radicais livres sdo formados em um cenério de reacfes de 0xido-reducéo, isto
é, ou cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se. Portanto, 0s
radicais livres podem atuar como indutores ou como produtos resultantes de reacdes de 0xido-
reducdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos
de oxigénio ou nitrogénio sd@o denominados de espécies reativas do oxigénio (EROs) ou

espécies reativas do nitrogénio (ERNSs), respectivamente (VISIOLI; KEANEY;
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HALLIWELL, 2000; PIETTA, 2000; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Existem ainda
espécies reativas derivadas do enxofre (ERs), do cloro (ERCI) e do carbono (ERC). Os
radicais derivados do oxigénio representam a mais importante classe de tais espécies geradas
nos organismos (FINKEL; HOLBROOK, 2000; VALKO et al., 2007; VASCONCELOS et
al., 2007).

As EROs estdo compreendidas em dois grupos, os radicais e 0s ndo-radicais. O
grupo radical, também conhecido como radical livre, é composto pelos radicais hidroxila
(OH), superoxido (O), peroxila (ROO) e alcoxila (RO) e uma forma de oxigénio singlet
(*O,); os ndo-radicais sdo o oxigénio (O), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o &cido
hipocloroso (HCIO). Entre as ERNs incluem-se o éxido nitrico (NO), 6xido nitroso (N2O3),
acido nitroso (HNOy), nitritos (NOy), nitratos (NO3) e peroxinitritos (ONOO)
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A producdo de EROs, de ERNSs, entre outras
espécies reativas, € observada em diversas condicbes fisiologicas, sendo produzidas,
principalmente, na membrana celular, mas também, no citoplasma, mitocéndrias e ntcleo. No
organismo, encontram-se envolvidas em processos como a producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes. No entanto, seu excesso provoca efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacéo
dos lipidios das membranas e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, danos as
enzimas, carboidratos e moléculas de DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VASCONCELOS et al., 2007).

O organismo humano sofre a¢do constante das espécies reativas geradas durante
0s processos inflamatérios, por meio de alguma disfuncdo biolégica ou proveniente da
alimentacdo. Quando a producdo dessas espéecies ocorre de maneira exacerbada, 0 organismo
dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio
(FINKEL; HOLBROOK, 2000; SCHAFER; BUETTNER, 2001; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). De acordo com Halliwell (2000), antioxidante € qualquer substancia que,
quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, previne ou
retarda a oxidag&do do mesmo.

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes Oxido-redutores
(como as EROs) e o sistema de defesa antioxidante (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O
estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio no sistema pro-oxidante-antioxidante em
favor do primeiro. Esse desequilibrio pode conduzir, principalmente, a danos nas
macromoléculas (tais como acgucares, DNA, proteinas e lipidios), inclusive podendo levar a

quebra de cadeias de DNA; danos ao sistema de transporte de ions das membranas, as
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enzimas e outras proteinas, e a inducdo da peroxidacdo lipidica nas membranas (AL-OMAR,;
BEEDHAM; ALSARRA, 2004; MASELLA et al.,, 2005; VASCONCELOS et al., 2007;
CIMEN, 2008).

A intensidade e patogenicidade desse desequilibrio vao depender das
concentragOes locais de espécies pré e antioxidantes, das constantes de velocidadede da
reacdo com moléculas-alvo e da compartimentalizacdo celular desses processos, em que
fatores como solubilidade e difusibilidade sdo determinantes (VASCONCELOS et al., 2007).

1.5.1 Oxido nitrico

O Oxido nitrico ou mondxido de nitrogénio (NO) é uma combinacdo de dois dos
mais abundantes gases da atmosfera. E um gas altamente solGvel, sintetizado em células
endoteliais a partir do aminoacido L-arginina pela acdo das isoformas da enzima NO sintase
(NOS): 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS), NOS neural (nNOS), NOS induzivel
(INOS) e a isoforma mitocondrial (mtNOS) (Figura 5) (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003; MACK; KATO, 2006; FERRARI; FRANCA; HONORIO-FRANCA, 2009).

HEHYH Hy HZH%—UH HaN_ 0
NH NH \ﬁ
NADPH
NADPH » » + NO
02 0z
N 000 N C00 N~ C00-
| -arginina N-hidroxi-L-arginina | -citrulina (xido nitrico

Figura 5 - Producéo de oxido nitrico (NO) catalisada pela acdo da enzima 0xido nitrico
sintetase (NOS) a partir do aminoacido L-arginina.

Fonte: DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003.
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E um radical que age em uma grande variedade de processos bioldgicos,
regulando diversas fungdes como, tbnus vasomotor, relaxamento muscular, neurotransmissao,
resposta imune e inflamatdria (potente antagonista da inflamacao) e adesao plaquetaria (HAN
et al., 2003; FIORETTO, 2003; GUNDUZK; OZTURKG; SOZMEN, 2004; CIMEN, 2008).
O NO é conhecido como fator relaxante derivado do endotélio (“endothelium-derived
relaxing factor” - EDRF), sendo um potente vasodilatador, envolvido na regulacdo da pressédo
arterial, sendo capaz de se difundir rapidamente entre e dentro das células (VASCONCELOS
et al., 2007; FERRARI; FRANCA; HONORIO-FRANCA, 2009). O NO também se apresenta
como um importante gerador de radicais livres envolvidos na peroxidagdo de lipideos,
proteinas e outras biomoléculas (FERRARI; FRANCA; HONORIO-FRANCA, 2009).

A Hb desempenha um importante papel no controle do ténus vascular mediado
pelo NO (CIMEN, 2008). Na circulagdo, os eritrocitos sdo os principais removedores de NO,
devido a elevada concentracdo de Hb em seu interior. O NO é seqliestrado via reagdo com 0
grupo heme prostético da desoxihemoglobina, onde Hb(Fe*?)O, converte NO a nitrato (NO3),
a partir da ligacdo da Hb(Fe*®) ao NO produzindo o complexo Hb(Fe*?)-NO (nitrosil-
hemoglobina) (HAN et al., 2003). O NO também pode reagir e converter a Hb oxigenada a
metahemoglobina e NOj; (Figura 6) (HEROLD; EXNER; NAUSER, 2001). Han e
colaboradores (2003), demonstraram que o consumo de NO pelos eritrocitos em condicGes de

hipéxia pode ser regulada pela formagdo do complexo HbFe**-NO.

e Hb-O, + NO — Metemoglobina (metHb) + NO3
* Hb + NO — Nitrosil-hemoglobina (NO-HDb)
* NO-Hb + O, — MetHb + NOj’

Figura 6 - Reagles do Oxido nitrico (NO) com a molécula de hemoglobina.

Fonte: DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003.

O NO desempenha uma acdo antioxidante quando produzido pela eNOS,

induzindo a producdo da enzima SOD na camada muscular do vaso e no meio extracelular,
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reduzindo o O, disponivel e, conseqiientemente, a produgdo de ONOO". O NO também induz
a sintese da ferritina, que se liga a ions ferro livres e previne a geragdo de O,” (WOLIN, 2000;
DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

O NO apresenta um duplo efeito no organismo, dependendo da sua concentracéo.
Quando em niveis elevados, age como oxidante, enquanto em concentragdo normal, apresenta
efeitos benéficos em todo o organismo, especialmente no sistema circulatério (KATHERINE;
NAIL-GRANGER, 2007; OLANIYI; ARINOLA, 2010).

1.5.2 Peroxidacao lipidica

Todas as membranas celulares sdo especialmente vulneraveis a oxidacao devida a
sua alta concentracdo de cidos graxos insaturados. Os danos aos lipidios, normalmente sdo
chamados de peroxidacdo lipidica (KOHEN; NYSKA, 2002). A lipoperoxidacdo é uma

reacao em cadeia, representada pelas etapas de iniciacdo, propagacao e terminacdo (Figura 7).

LH + OH (oulQ’) —= L+ H,O (ou LOH) Iniciacao

L’ + 0, ——> LOO° Propagacao
LH + LOO" — > L'+ LOOH Propagacao
LOO™ + L7 ——>= LOOL Terminacao
LOO ™ + LOO° —— = LOOL + O, Terminacao

2

Figura 7 - Etapas da peroxidacéo lipidica.

Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997.

A fase de iniciacdo da peroxidacdo lipidica envolve o ataque dos metabdlitos
reativos de oxigénio capazes de abstrair um atomo de hidrogénio de um grupo metileno no
lipidio. A fase de propagacdo permite que essa reacdo continue. Na Ultima fase, ocorre a
interacdo de um radical (L* ou LOO®) com outro radical ou antioxidantes, até destruirem a si

proprios. Uma unica iniciagdo pode levar a uma reacdo em cadeia, resultando na peroxidacéo
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de todas as membrana lipidicas insaturadas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; KOHEN;
NYSKA, 2002).

O radical OH é freqlientemente reconhecido como a espécie iniciadora e mais
importante da peroxidacdo lipidica. Embora o ferro também possa desempenhar um papel
determinante na iniciacdo desse processo, sendo necessaria, no meio, a presenca em
proporcio igual de Fe** e Fe?* para que o processo ocorra (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Os efeitos globais da peroxidacdo lipidica estdo relacionados as alteracbes da
membrana celular, resultando na diminuicdo da sua fluidez (0o que facilita a troca de
fosfolipidios entre as camadas da membrana), em alteracbes na permeabilidade, danos as
proteinas da membrana, inativacdo de receptores, enzimas e canais idbnicos com, consequente,
liberacdo do conteido das organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas e producédo
de produtos citotdxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celular
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O malonaldeido (MDA) é uma molécula com alta reatividade e € um produto
secundario da peroxidacdo lipidica das membranas, derivado da ruptura de acidos graxos
polinsaturados, como o &cido linoléico e o &cido araquidénico. Age nos fosfolipidios e nas
proteinas das membranas eritrocitarias através de ligagdes cruzadas diminuindo a sobrevida
dos eritrocitos. Atualmente, 0 MDA é considerado um candidato potencial como biomarcador
geral do dano oxidativo no plasma sanguineo (PETERSEN; DOORN, 2004; KADIISKA et
al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007; CIMEN, 2008).

1.6 Estresse oxidativo nos eritrécitos normais

Em conseqliéncia do seu papel fisiologico, como transportador de O, e CO,, 0s
eritrocitos estdo sob constante exposicdo as EROs e ao estresse oxidativo (AL-OMAR,;
BEEDHAM; ALSARRA, 2004; CIMEN, 2008). Espécies reativas de oxigénio como O, e
hidrogénio (H") sdo, naturalmente, produzidas pelos eritrdcitos (ASLAN; THORNLEY-
BROWN; FREEMAN, 2000). Os organismos aerébios se protegem da toxicidade inerente ao
oxigénio através de dois mecanismos principais: transporte do oxigénio por proteinas
(hemoglobina) e pelo sistema de defesa antioxidante (CIMEN, 2008).

Vaérios fatores podem levar a geracéo de radicais livres como, O, , H,O, e HO, em

eritrocitos. S8o conhecidas pelo menos duas fontes geradoras de O, nos eritrocitos. A
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primeira ocorre pela auto-oxidacdo da oxihemoglobina, levando & produgdo de
metahemoglobina e O, A segunda ocorre no processo de oxidacdo do ferro Fe*®. Estas
espécies reativas sdo capazes de atacar a membrana eritrocitaria, diretamente, causando
alteracdes em sua estrutura protéica e lipidica (CIMEN, 2008).

Os metais de transicdo podem participar na producdo quimica de radicais livres
convertendo oxidantes, relativamente estaveis, em poderosas espécies reativas (KOHEN;
NYSKA, 2002). O ferro € o mais abundante, importante e essencial metal de transicdo
presente em reacdes bioquimicas; sendo essencial na sintese da Hb e participando de um
grande nimero de reacdes vitais de oxidacdo-reducao e proliferacdo celular (CIMEN, 2008).
Apresenta capacidade de se ligar ao oxigénio através do complexo heme-ferro, mantendo-se
em estado reduzido. Se este mecanismo falhar, a Hb torna-se ndo-funcional, resultando na
liberacdo do ferro da molécula de Hb e na producdo de metahemoglobina. A forma livre do
ferro é armazenada em macromoléculas agindo como catalisadora de processos de estresse
oxidativo, causando danos em lipidios, proteinas e no DNA (COMPORTI et al., 2002;
CIMEN, 2008).

O papel dos metais na formacéo in vitro das espécies reativas é confirmado pelas

reacdes de Fenton (reacéo do Fe?* com o H,0, gerando OH) e de Haber-Weiss (Figura 8).

Reacao de Fenton:

Ferr + 0O, «<———>=Fe + 0,7
20, + 2H* ———= 0, + H,0,
Fer + HO, — ———>Fe + OH +OH’

R:eaq::flo de Haber-Weiss:

Fer + 0,7 <———> Fe~ + 0,
Fer + HO, ————>=Fe + OH™ +OH’
0~ + HO, ——=0, + OH™ + OH™

Figura 8 - Reacdes de Fenton e Haber-Weiss.

Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997.

O H,0, é um produto intermediario gerado in vivo pela reacdo de dismutacdo do
radical superoxido (O;), por enzimas oxidases ou por P-oxidacdo de &cidos graxos.

Isoladamente é pouco reativo, no entanto, exerce papel importante no estresse oxidativo por
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ser capaz de transpor, facilmente, as membranas celulares, principalmente, das camadas
lipidicas, podendo reagir com a membrana eritrocitaria e com as proteinas ligadas ao Fe**. O
H.O, reage com O, ions férrico ou cuprico, produzindo o radical hidroxila (OH), o mais
reativo das EROs. Apresenta capacidade de oxidar proteinas que apresentem residuos de
metionina ou grupos tiol muito reativos (por exemplo, GSH) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; CIMEN, 2008).

A OH ¢ considerada o mais reativo dos radicais, produzida no organismo,
principalmente, por dois mecanismos: reacdo de H,O, com metais de transicdo (reacdo de
Haber-Weiss, predominantemente intracelular e a reacdo de Fenton, mais importante
extracelularmente) ou por exposi¢éo a radiagdo ionizante. O radical OH pode causar danos ao
DNA, o RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo e das mitocondrias
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; KOHEN; NYSKA, 2002; AL-OMAR; BEEDHAM;
ALSARRA, 2004).

1.7 Defesas antioxidantes do eritrécito normal

Os eritrécitos estdo constantemente expostos a EROs e, conseqlientemente, ao
estresse oxidativo. Os mesmos funcionam como um antioxidante ideal, devido & sua
capacidade antioxidante e a sua mobilidade, protegendo sua propria membrana e
neutralizando as EROs da circulacdo (KENNETT; KUCHEL, 2005; CIMEN, 2008).

Os organismos aerdbios se utilizam de certos mecanismos para reduzir os niveis
de O, ou impedir sua conversdao a EROs (HALLIWELL, 2000), sendo os principais aqueles
envolvidos na protecdo, responsaveis por retirar e detoxificar as EROs bloqueando a producao
dessas especies ou sequestrando os metais de transicdo (MASELLA et al., 2005; CIMEN,
2008). Entre os diferentes mecanismos, o0 que envolve os antioxidantes € 0 mais importante,
devido a grande variedade de substancias que podem atuar como antioxidantes e pela
capacidade de remocdo direta dos pro-oxidantes, assegurando a protecdo das moléculas
bioldgicas (KOHEN; NISKA, 2002).

O sistema antioxidante sangliineo € classificado em enzimatico e ndo enzimatico.
O enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas antioxidantes: superdxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do anion radical O, a H,0O, e O,; catalase (CAT),

que atua na decomposicdo de H,O, a O, e H,O e glutationa peroxidase (GSH-Px), que atua
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sobre os peroxidos em geral, utilizando a glutationa como co-fator (VASCONCELOS et al.,

2007)

O sistema antioxidante ndo enzimatico € dividido em dois grupos: os lipofilicos,

sendo os principais, a vitamina E, carotendides, ubiquinona e melatonina e os hidrossoluveis,

destacando-se a vitamina C, glutationa (principal composto antioxidante intracelular), acido

arico, ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacdo do ferro para ser captado pela
transferrina), transferrina (transporte do ferro) e haptoglobina (VASCONCELOS et al., 2007;

CIMEN, 2008).

O sistema antioxidante de defesa celular pode utilizar diversos mecanismos no

desempenho de sua funcdo: prevencdo da formacdo de novas espécies de radicais livres e sua

detoxificacdo antes que causem lesdo (glutationa reduzida, SOD, CAT, GSH-Px e vitamina

E). Outra linha de defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida,

principalmente, pelo &cido ascérbico, pela glutationa redutase (GR) e pela GSH-PX, entre
outros (Figura 9) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BOGDANSKA; KORNETI,

TODOROVA, 2003).
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Figura 9 - Principais vias de defesa antioxidante envolvidas no metabolismo de radicais
livres em eritrécitos humanos normais.

Fonte: CIMEN, 2008.
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A SOD é uma familia de enzimas que contém ions de metal em sua composi¢éo;
compreende a CuSOD (cobre), ZnSOD (zinco), MnSOD (manganés) e a SOD extracelular.
Essas enzimas apresentam um importante papel antioxidante, catalisando a dismutacdo do
superdxido gerado durante a auto-oxidacdo da hemoglobina, produzindo O, e H,0,, esse
ultimo removido por acdo da CAT ou da GSH-Px (GUNDUZK; OZTURKG; SOZMEN,
2004; CIMEN, 2008).

A CAT é uma hemeproteina citoplasmatica encontrada no sangue, medula 6ssea,
mucosas, rins e figado. A enzima é composta de 4 subunidades de proteina, cada uma
contendo ions férrico do grupo heme que sofrem interacdo ap6s oxidacdo com a molécula de
H,0, . E a Unica enzima capaz de remover H,O, em alta concentragdes. O mecanismo de
acao da CAT e semelhante ao da SOD, onde uma molécula de H,0; é reduzida a 4gua e O,
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GUNDUZK; OZTURKG; SOZMEN, 2004; AL-
OMAR; BEEDHAM; ALSARRA, 2004; CIMEN, 2008). Alguns estudos sobre a CAT e a
SOD demonstraram que existem entre elas uma acdo sinérgica, protegendo uma a outra
(CIMEN, 2008).

Um importante sistema enzimatico de defesa contra radicais livres envolve as
glutationas peroxidases (GSH-Px) encontradas em muitos tecidos de origem animal. A familia
da GSH-Px integra o grupo das selenoproteinas, que apresentam em seu sitio ativo o selénio
obtido através da alimentacdo (VASCONCELOS et al., 2007; HUBER; ALMEIDA,;
FATIMA, 2008). A atividade enzimética da GSH-Px € um dos meios pelos quais 0 organismo
controla os niveis de perdxido de hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos, oriundos do ataque
de espécies radicalares da autoxidacdo da Hb eritrdcitaria (ROVER JUNIOR et al., 2001;
CIMEN, 2008). A GSH-Px catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) e peroxidos
organicos aos seus correspondentes alcodis a custa da conversdao da glutationa reduzida a
oxidada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A glutationa é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) existente no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em importantes processos bioldgicos (ROVER JUNIOR et al., 2001).
Desempenha o papel de tampédo redox, mantendo os residuos cisteinila da hemoglobina e de
outras proteinas do eritrcito no estado reduzido. E o mais abundante tiol celular néo protéico
e apresenta um importante papel antioxidante na protecéo celular contra o estresse oxidativo,
incluindo a detoxificagdo de uma variedade de xenobidticos eletrofilicos, remocdo de EROs,
como os perdxidos e hidroperoxidos organicos e na regeneracdo de vitaminas antioxidantes
(CHEN et al., 2000, VASCONCELOS et al., 2007). Exerce funcbes essenciais na célula,
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destacando sua fungdo como cofator da familia de enzimas GSH-Px, em que desempenha
papel protetor contra o estresse oxidativo, com conseqiiente oxidagdo a GSSG. A falha em
suas funcbes resulta na formacdo de metahemoglobina e conseqlente incapacidade do
eritrocito em transportar oxigénio, alem de causar alteracbes na forma eritrocitaria, impedindo
sua passagem em o6rgdos vitais (ALVES; MACEDO; KUBOTA, 2003; VASCONCELOS et
al., 2007).

Para que a atividade protetora da glutationa seja mantida, a GSH precisa ser
regenerada através de um ciclo catalitico. Nele podemos identificar a atividade de trés grupos
de enzimas: a glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a glutationa
redutase (GR). As duas primeiras enzimas, GO e GSH-Px, catalisam a oxida¢do de GSH a
GSSG e a ultima, GR, € responsavel pela regeneracdo de GSH, a partir de GSSG, na presenca
de NADPH (Figura 10) (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).
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Figura 10 - Ciclo da glutationa. Conversdo de glutationa nas suas formas reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) pela acdo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px),
glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR).

Fonte: ROVER JUNIOR et al., 2001.
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Em situagcBes em que o sistema de oxido-reducdo encontra-se integro, havera
recuperacdo da GSH, entretanto, sob condigfes de excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a producéo de
GSSG, o0 que caracteriza o estresse oxidativo. Assim, a medida da razdo GSSG/GSH pode ser
utilizada no monitoramento do estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

1.8 O estresse oxidativo na anemia falciforme

A producdo de EROs nas células falciformes é de causa multifatorial. Varios
aspectos parecem contribuir para o estresse oxidativo dos eritrocitos falciformes, como a acédo
dos leucdcitos e das células endoteliais, bem como a ativacdo das plaquetas. Os individuos
com AF sdo submetidos a elevados niveis de estresse oxidativo, principalmente, durante as
crises vaso-oclusivas e de STA (MACK; KATO, 2006; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008).
As células desses individuos produzem maiores quantidades de espécies oxidantes, além de
apresentar o comprometimento dos mecanismos de defesa contra os radicais livres. O elevado
estresse oxidativo apresentado pelos eritrocitos falciformes tem inicio com a peroxidagdo
lipidica mediada pela senescéncia e termina com a lise dos eritrécitos falciformes, esses
eritrocitos demonstram maior susceptibilidade a rigidez e instabilidade da membrana, com
conseqiente producdo de EROs (ASLAN; FREEMAN, 2002; MACK; KATO, 2006; WOOD;
GRANGER, 2007).

Os eritrocitos sdo as principais fontes de espécies reativas na AF. Hebbel e
colaboradores (1988) demonstraram que a HbS apresenta uma maior capacidade de auto-
oxidacdo em comparagdo com a HbA (Hb normal) na presenca de oxigénio. Como a HbS se
auto-oxida 1,7 vezes a mais que a HbA, os individuos com AF tém uma maior propensao para
a producéo de oxidantes (ASLAN; THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000), implicado no
aumento dos niveis de O, e do radical OH. Uma vez que a hemoglobina esta sujeita a danos
oxidativos, ela desnatura e precipita aumentando ainda mais a sua susceptibilidade a auto-
oxidagdo (KLINGS; FARBER, 2001). O estresse oxidativo nesses eritrocitos promove a
liberacdo do ferro, que por sua vez, promove a oxidagdo de proteinas da membrana,
resultando em consequentes anormalidades na membrana eritrocitaria, contribuindo para
hemolise prematura (COMPORTI et al., 2002; CHAVES; LEONART; NASCIMENTO,
2008).
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A hemolise contribui diretamente no processo de estresse oxidativo atraves da
presenca da hemoglobina plasmatica livre e da arginase (relacionadas a deficiéncia de NO),
do grupo heme, que quando liberado da hemoglobina é altamente oxidativo, do ferro hémico
livre, que produz O, através da reacao de Fenton (CIMEN, 2008).

O NO é um potente regulador do ténus vascular e, devido a sua interagdo com a
hemoglobina, vasos e células sanguineas, tem sido relacionado a varios efeitos na AF, sendo
que a reducéo da sua biodisponibilidade € um componente critico para 0 comprometimento da
regulacdo do tdnus vasomotor endotelial, na trombose e inflamacdo (ASLAN; FREEMAN,
2002; DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Estudos recentes indicam que em torno de
50% dos pacientes com AF apresentam disfuncdo endotelial em consequéncia da diminuicéo
da biodisponibilidade do NO enddgeno, devido em grande parte a eliminacdo do mesmo pela
hemoglobina plasméatica (MACK; KATO, 2006).

Os principais mecanismos envolvidos no comprometimento da biodisponibilidade
de NO parecem estar relacionados a diminui¢do plasmatica da L-arginina, ao consumo de NO
pela hemoglobina plasmatica proveniente da hemolise intravascular e pelas EROs, que
funcionam como removedoras de NO, retirando-os da circulagdo (ASLAN; THORNLEY-
BROWN; FREEMAN, 2000; REITER et al., 2002; MACK; KATO, 2006). Individuos com
AF também podem apresentar reducédo das reservas de NO (MACK; KATO, 2006) e reducao
dos niveis plasméaticos de L-arginina (precursor de NO) nos eritrocitos falciformes,
especialmente durante as crises vaso-oclusivas e na STA (MORRIS et al., 2000; MACK;
KATO, 2006).

Os eritrdcitos falciformes apresentam deficiéncia em seu sistema enzimatico
antioxidante (Figura 11). A elevada producdo de EROs leva ao maior consumo dos
antioxidantes necessarios no processo de detoxificacdo (KLINGS; FARBER, 2001;
OKOCHI; OKPUZOR, 2005). Schacter e colaboradores (1988) e Gryglewski e colaboradores
(1986) demonstraram que os niveis da atividade do SOD e da CAT encontram-se reduzidos
nos eritocitos falciformes; outros estudos também observaram uma reducdo na atividade de
GSH-Px, além de uma reducdo de aproximadamente 50% nos niveis da glutationa nos
eritrocitos falciformes quando comparada ao eritrocito normal. Esses resultados sugerem que
individuos com AF apresentam uma reducdo na capacidade de remogéo dos radicais livres,
tornando-os mais suscetiveis ao dano oxidativo (KLINGS; FARBER, 2001).
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Figura 11 - Mecanismos de acdo das enzimas antioxidantes nos eritrocitos falciformes.
Hemoglobina S (HbS) sofre auto-oxidacdo, produzindo O,", que é metabolizado a H,0, pela
superdxido dismutase (SOD). H,0, ¢é entdo metabolizada em O, e H,O pelas enzimas catalase
e GSH-Px. Deficiéncias em SOD, catalase e GSH-Px nos eritrdcitos falciformes levam ao
aumento da producédo de O, e H,0,.

Fonte: KLINGS; FARBER, 2001.

1.9 Hidroxiuréia

A hidroxiuréia (HU) é um antimetabdlito citotdxico e citoredutor que atua na via
da sintese de DNA inibindo a ribonucleotideo redutase e vem sendo utilizada hd muitos anos
no tratamento de transtornos mieloproliferativos (ALIYU; TUMBLIN; KATO, 2006;
FRENETTE; ATWEH, 2007). A HU é a primeira droga que comprovadamente previne crises
falciformes em individuos acometidos por essa doenca (OGEDEGBE, 2002). Em 1998, seu
uso foi aprovado pelo Food and Drug Administration no tratamento de pacientes falciformes
(BRAWLEY et al., 2008); e uma revisao sistematica realizada por Lanzkron e colaboradores
(2008), confirmou sua eficacia em pacientes adultos com doenca falciforme.

Embora permaneca incerto qual o exato mecanismo de acdo da HU na AF, o
tratamento com essa droga tem sido associado com significativas reducGes na taxa anual de
crises dolorosas, internacGes hospitalares, incidéncia de STA, priapismo, seqlestro esplénico
e na reducdo em 50% na necessidade de transfusdo sanguinea, assim como, na redugdo em
40% da mortalidade da doenca (ALIYU; TUMBLIN; KATO, 2006).
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A HU age principalmente, aumentando a produgdo de HbF em eritrGcitos que
contém essa hemoglobina, alterando assim a cinética e a dindmica de polimerizacdo da HbS
(GLADWIN et al., 2002; CONRAN; COSTA, 2009) inibindo, conseqlientemente, 0 processo
de falcizacdo intracelular e a hemolise (WARE; AYGUN, 2009).

Outros possiveis mecanismos de inducdo da producdo de HbF por esta droga
seriam através da metabolizacdo do NO relacionado ao aumento da expressdo da guanilato
ciclase, com consequente expressdao do gene y-globina (COKIC et al., 2003; STEINBERG,
2005), inativacdo redox de um radical tirosil na ribonucleotideo redutase, um efeito que pode
ser mediada por NO e nitro-vasodilatores (GLADWIN et al., 2002).

A resposta terapéutica favoravel a HU é indicada, principalmente, através do
aumento nos niveis de HbF em 5 a 15% e do aumento da hemoglobina total em cerca de 1
g/dL em 4 a 12 semanas apos o inicio do tratamento (ALIYU; TUMBLIN; KATO, 2006). A
capacidade de elevar os niveis de HbF apresenta variacGes entre os pacientes, sugerindo que
os beneficios da HU podem estar relacionados a outros mecanismos como: seu efeito
citoredutor sobre os neutréfilos, aumento da hidratacdo celular e da maleabilidade das células
em “foice” no sistema microvascular, redu¢do da expressio de moléculas de adesdo
endoteliais, reticulocitopenia, aumento da eritropoetina e do fator de necrose tumoral alfa
(DAVIES; GILMORE, 2003; ALIYU; TUMBLIN; KATO, 2006; FRENETTE; ATWEH,
2007; FIGUEIREDO, 2007).

A HU parece, também, agir como uma fonte de NO, importante vasodilatador,
desempenhando um importante papel na manutencdo da pressdo e fluxo sanguineo normal.
(HALSEY; ROBERTS, 2003; GLADWIN; SCHECHTER, 2001; GLADWIN et al., 2002;
KING, 2004). Evidéncias crescentes indicam a ocorréncia da converséo in vivo de HU em NO
na AF em individuos submetidos a terapia com a droga (KING, 2004). A HU ¢ oxidada por
grupos heme produzindo 6xido nitrico in vivo (Figura 12). A liberacdo de NO pela HU induz
a formacdo de HbF através da via guanilato ciclase sollvel, produzindo guanosina
monofosfato ciclica (GMPc), que induz a expressdo da y—globina (COKIC et al., 2003) e 0
aumento da producdo de NO seria responsével pela reducdo da expressdo da molécula de
adesdo celular VCAM-1 em individuos em tratamento (DAVIES ; GILMORE, 2003). Outros
efeitos da HU in vivo relacionados aos niveis de NO seriam o aumento da biodisponibilidade
de NO, a diminuicdo do seqiestro do mesmo pela hemoglobina livre e a estimulacdo da
expressdo da NOS endotelial (CONRAN; COSTA, 2009).
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Figura 12 - Producdo de 6xido nitrico (NO) pela hidroxiuréia. Oxidacdo quimica da
hidroxiuréia (1) a oxido nitrico (NO) e intermediarios: radical nitroxido (2) e C-
nitrosoformamida (3).

Fonte: KING, 2004.

A HU também demonstra capacidade de inibicdo do hidroperoxido terc-butil,
responsavel por induzir a produgdo de hidroperoxidos e peroxidagdo lipidica nos eritrocitos
falciformes resultando na producdo de espécies reativas (AGIL; SADRZADEH, 2000). A
reducdo do estresse em eritrocitos falciformes pode ser uma acdo terapéutica benéfica, uma
vez que essas células podem também dar inicio a complicacBes vaso-oclusivas nos individuos
falciformes (STEINBERG; BRUGNARA, 2003).

As principais indicagdes de uso da HU em anemia falciforme s&o: pacientes com
trés ou mais admissdes hospitalares por crises vaso-oclusivas nos ultimos 12 meses, adultos
ou criangas com um ou mais episodios de STA nos ultimos 24 meses e pacientes com
disfungdes organicas graves (HALSEY; ROBERTS, 2003; ALIYU; TUMBLIN; KATO,
2006; FIGUEIREDO, 2007).

A dose inicial preconizada é de 15mg/kg/dia, uma vez ao dia (CANCADO et al.,
2009). A cada 12 semanas, esta dose deve ser aumentada em 5mg/kg/dia, na auséncia de
sinais de supressdo medular. O objetivo final é atingir a dose méxima tolerada (DMT), maior
dose que causa melhora na manifestacdo clinica sem mielossupressdao, de no maximo
35mg/kg/dia (DAVIES; GILMORE, 2003; HALSEY; ROBERTS, 2003; ALIYU;
TUMBLIN; KATO, 2006; FIGUEIREDO, 2007).
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Uma monitorizagdo cuidadosa é necesséria durante o tratamento com HU, através
da andlise do hemograma a cada duas semanas, a fim de detectar sinais de supressdo da
medula 6ssea. A droga deve ser suspensa durante 1-2 semanas se forem observados sinais de
desenvolvimento de mielotoxicidade (contagem de neutréfilos < 2.000/mm?, hemoglobina <
4,5g/dL, plaquetas < 80.000/mm? ou contagem absoluta de reticulécitos < 80.000/mm?°) e,
apos a recuperacao hematologica, a HU deve ser reiniciada em uma dose 2,5 mg/kg menor
que a dose que o paciente utilizava quando apresentou as intercorréncias (DAVIES;
GILMORE, 2003; HALSEY; ROBERTS, 2003; ALIYU; TUMBLIN; KATO, 2006,
FIGUEIREDO, 2007; CANCADO et al., 2009).

A HU é considerada a melhor opg¢do terapéutica, atualmente, disponivel para
obtencdo da melhora clinica e hematoldgica nos pacientes com AF (SILVA; SHIMAUTI,
2006), porém sdo necessarios ainda estudos capazes de esclarecer algumas questées, como:
qual a dose ideal a ser utilizada, o potencial para identificar individuos que ndo respondem ao
tratamento, a fim de evitar a exposicdo a uma droga potencialmente toxica, qual o impacto do
uso prolongado no organismo, na morbidade e na mortalidade, e a seguranca na utilizacdo do
medicamento por criancas (HALSEY; ROBERTS, 2003).

O presente estudo pretende fornecer dados importantes relacionados a influéncia
da HU e dos haplétipos no processo oxidativo em pacientes com AF, contribuindo para
monitoramento do tratamento e progndéstico da doenca, assim como melhor entendimento da

fisiopatologia, visando a melhoria da qualidade de vida destes pacientes.



48

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O estudo teve como objetivo principal investigar o impacto do uso da HU e dos
haplotipos no perfil oxidativo dos pacientes com AF acompanhados no ambulatorio de
Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), da Universidade Federal do
Ceara, em Fortaleza (CE), regido nordeste do Brasil.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o perfil hematoldgico dos pacientes com anemia falciforme;

Determinar os hapl6tipos dos pacientes com anemia falciforme;

Determinar os parametros do nitrito (NO;) e malonaldeido (MDA) nos grupos

em estudo;

Determinar o perfil antioxidante — catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GSH-Px), glutationa total (GSSG+GSH), glutationa oxidada (GSSG), glutationa reduzida
(GSH) e o indice GSSG/ GSH nos grupos;

e Auvaliar a relagdo dos niveis de NO,, MDA e do perfil antioxidante com o uso
da HU;

e Avaliar a relacdo dos niveis de NO,’, MDA e do perfil antioxidante com os
hapl6tipos.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

3.1.1 Grupo de estudo

O estudo foi do tipo transversal constituido por uma populacdo de 64 pacientes
com com diagnostico clinico e laboratorial de anemia falciforme (HbSS), de ambos os sexos,
acompanhados no ambulatério do Servigo de Hematologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC). A populacdo em estudo foi divida em trés grupos de acordo com o uso ou
nao de HU, o grupo SHU (pacientes com AF sem tratamento com HU) (n = 27), grupo HU <
1 ano (pacientes com AF em uso de HU por um periodo menor ou igual a 1 ano) (n = 17) e

grupo HU > 1 ano (pacientes em tratamento com HU ha mais de 1 ano) (n = 20).

e Critérios de inclusdo: Pacientes com diagnostico de anemia falciforme através de
eletroforese de hemoglobina, posteriormente confirmado por estudo molecular
utilizado reacdo em cadeia de poimerase (PCR), que estavam realizando ou ndo terapia
medicamentosa com a HU na concentracdo de 20 a 30mg/kg/dia, por um periodo

menor ou igual h&d um ano ou maior que um ano.

e Critérios de exclusdo: Foram excluidos do estudo os individuos com anemia
falciforme com sintomatologia febril, que faziam uso regular de bebida alcodlica,
tabagistas, com histdria de terapia transfusional nos ultimos trés meses, em uso de
quelante de ferro, vitamina E e/ou vitamina C e aqueles que se recusaram a participar
do estudo ndo assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE — pag.92).
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3.1.2 Grupo controle

O grupo controle foi constituido por 20 individuos adultos, com idade variando de
20 a 45 anos, selecionados aleatoriamente, de ambos os sexos, sem hemoglobinopatias
(HbAA), confirmada por testes de eletroforese de hemoglobina. Fizeram parte deste grupo,
individuos sadios, com auséncia de comorbidades clinicas, afebris, ndo tabagistas e que nédo

utilizavam suplementos vitaminicos (vitamina C e E).

3.2 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no ambulatério do Servigo de Hematologia do HUWC
e no Laboratério de Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematologicas (LHGDH),
do Departamento de Andlises Clinicas do curso de Farméacia da Universidade Federal do

Ceara.

3.3 Aspectos éticos

O presente estudo obteve parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard, sendo aprovado sob protocolo 128.11.09.

No momento anterior a coleta das amostras sangtineas, foram fornecidas todas as
informacdes sobre os objetivos e a justificativa da pesquisa a cada paciente e, aos que
concordaram na participagdo no estudo, foi obtida a assinatura do Termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE), com posterior aplicagdo do questionario, por integrantes do grupo
de pesquisa, com todas as informaces necessarias sobre o paciente e a doenca (APENDICE-

pag. 92).
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O delineamento do estudo esta representado na figura abaixo.

Pacientes com
diagnéstico de
| anemia falciforme

Termo de
Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE)

Questionario

Perfil Molecular

. Perfil Oxidativo
(haplétipos)

Prontuarios

Perfil hematolégico

Figura 13- Representacdo esquematica do delineamento do estudo.

3.4.1 Amostras clinicas

e Coleta e processamento das amostras

As amostras foram coletas seguindo os procedimentos padrédo para coleta de

amostras bioldgicas. Foram coletados 10mL de sangue venoso em dois tubos de coleta a

vacuo, sendo: um tubo de 5ml contendo EDTA (etileno-diamino-tetracetico), para a

realizacdo da extracdo do DNA gendmico e das analises moleculares, e um segundo tubo de
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5ml, contendo heparina, utilizado nas dosagens das enzimas antioxidantes (GSH-GPx, CAT e
glutationa) e dos marcadores do perfil oxidativo (MDA e NOy).

As amostras coletadas foram encaminhadas para o Laboratorio de
Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematoldgicas (LHGDH), do Curso de Farmécia
da Universidade Federal do Ceara.

A amostra de sangue total com EDTA, necesséria para extracdo e analise
molecular foi armazenada sob refrigeracdo a -4°C, sendo processada dentro de um prazo
maximo de 24 horas.

As amostras com o anticoagulante heparina foram centrifugadas durante 10
minutos a 3000 rpm, sendo o plasma (sobrenadante) retirado e separado em aliquotas em
triplicata, enumeradas e armazenadas para posterior analise.

O hemolisado eritrocitario foi obtido da amostra com anticoagulante heparina
apos 0s processos de remocao completa do plasma e da camada leucocitéria por aspiracdo, de
sucessivas lavagens com solucdo salina (NaCl 0,9%) e da hemdlise por adicdo de &gua
destilada (1:1). O hemolisado foi aliquotado em triplicata, identificado e armazenado. Ambas
as amostras, plasma heparinizado e hemolisados eritrocitarios, foram armazenadas sob

refrigeracéo em freezer a -80°C até a andlise, cerca de 2 meses apds a coleta.

3.4.2 Andlise hematoldgica

Os dados laboratoriais: contagem das hemécias (Hm), dosagem da hemoglobina
(Hb), determinacdo do hematdcrito (Ht), contagem global dos leucécitos e das plaquetas e a
determinacdo da hemoglobina fetal (HbF) foram obtidos a partir de dados secundéarios de
prontudrios no periodo correspondente a analise do perfil oxidativo. Os exames foram
realizados no Laboratorio do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Cear4d (HEMOCE)
utilizando as seguintes metodologias para 0 hemograma o contador modelo CELL DYN

Ruby® — Abbott e para a dosagem da HbF, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

3.4.3 Eletroforese em pH alcalino em fitas de acetato de celulose

Foi realizado a eletroforese de hemoglobina em pH alcalino em fitas de acetato de

celulose (MARENGO-ROWE, 1965) como teste de triagem e confirmatorio para a exclusdo
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de hemoglobinopatias no grupo controle no Laboratério de Hemoglobinopatias e Genética das
Doencas Hematoldgicas (LHGDH), do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara.

3.4.4 Anélises moleculares

e Extracido do DNA gendmico

O DNA foi isolado de leucécitos a partir de 200ul de sangue total venoso,
utilizando o método modificado do kit de extracdo de DNA em coluna Biopur® (Biometrix
Diagnostica). Em um tubo de microcentrifuga (1,5 ml) foram adicionados 200ul da amostra
de sangue total a 200ul de tamp&o A de lise e 20ul de proteinase K, agitados em vortex por 5
segundos. A amostra foi, entdo, incubada por 15 min a 56°C em agitacdo continua. Apds a
incubacdo, foram adicionados 400ul de tampdo B6 de ligacdo com agitacdo em vortex. A
amostra foi transferida para um tupo spin (coluna), acondicionada ao um tubo de reacéo de 2
ml, e incubada por 1 min. ApGs esse processo, a amostra foi centrifugada por 2 min a
13.000g, com posterior descarte do filtrado e transferéncia da coluna para um novo microtubo
(2 ml). Foram adicionados a coluna, 500ul de tampéo | de lavagem, realizou-se centrifugacdo
por 1min a 13.000g e descarte do filtrado, seqguido por adicdo de 800ul de tampéo Il de
lavagem e centrifugacdo por 1 min a 13.000g. O filtrado foi descartado e realizou-se nova
centrifugacdo por 6 min a 13.000g, para eliminar completamente o etanol. O tubo spin
(coluna) foi disposto em um novo tubo de reagdo (1,5 ml), onde foram adicionados 50ul de
tampdo de eluicdo, previamente, aquecido a 56°C e incubado & temperatura ambiente por
Imin. Apos centrifugacdo a 8.000g por 1 min, a coluna foi descartada e a amostra presente no

tubo de reacéo foi armazenada para anélises posteriores & -20°C.

e Protocolo para PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase e analise do
polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restri¢cao).

A reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) é a técnica que permite a
amplificacdo de regides do DNA in vitro, utilizando-se de uma reagdo enzimatica catalisada
pela DNA polimerase, cuja atividade depende de fons Mg*?. O processo ocorre em trés etapas

determinadas por oscilacGes de temperatura: a) desnaturacdo - separacdo da dupla fita do
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DNA a ser amplificada; b) anelamento - ligagdo do “oligonucleotideo” a sua regido
complementar; e c) extensdo - adi¢cdo dos nucleotideos complementares a fita molde, pela
polimerase, a partir dos fragmentos iniciadores (SAIKI et al., 1985).

A anélise dos haplétipos da mutacdo B° foi realizada por meio da técnica da
reagdo em cadeia da polimerase e anélise do polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos
de restricdo (PCR-RFLP). A técnica utiliza enzimas de restricdo para detec¢do de mutagdes e
polimorfismos genéticos. As enzimas de restricdo reconhecem sitios especificos na sequéncia
do DNA amplificada, que é clivada somente quando o sitio esta presente, gerando fragmentos
de vérios tamanhos que sdo separados e analisados por eletroforese, sendo posteriormente
detectados pela coloracdo com brometo de etidio ou outro corante fluorescente (CLARK;
THEIN, 2004).

Foram analisados seis sitios polimorficos de restri¢do, seguindo a metodologia de
Sutton, Bouhassira e Nagel (1989): 1. Xmnl 5°v®, 2. Hind 111 y©, 3. Hind 111 v*, 4. Hinc 11 yp,
5. Hinc II 3’yP, 6. Hinf I 5’B. As informagdes sobre a sequéncia dos oligonucleotideos,
enzimas utilizadas para cada regido, tamanho do fragmento apds amplificacdo pela PCR e o
tamanho dos fragmentos apos clivagem com enzimas de restricdo estdo representadas no
Quadro 1.

Quadro 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos e enzimas utilizadas para a detec¢cdo dos haplotipos
da anemia falciforme; regides dos sitios polimdrficos; tamanho dos fragmentos gerados antes e
apos clivagem.

Oligonucleotideos Enzima | Regido | Tamanho Fragmentos apds
do clivagem
fragmento

HO: 5> AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 3’

H1: > AGGAGCTTATTGATAACCTCAG 3° Xmn | 59 650ph 450ph+200ph

H2: 5’ AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 3’ Hindlll | y® 780pb 430pb+340ph+10pb
H3: 5 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3

H3: 5’TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3° Hind 11 | A 760pb 400pb+360pb

H4: TAAATGAGGAGCATGCACACAC 3’
H5: 5> GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3’

H6: 5>ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3’ Hinc I vB 701pb 360pb+340pb+1pb
H7: TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3’ Hinc Il 3'yPB 590pb 470pb+120pb

H8: 5>GGACCCTAACTGATATAACTA 3°

H9: 5>CTACGCTGACCTCATAAATG 3’ Hinf | 5B 380pb 240pb+140pb

H10: 5>CTAATCTGCAAGAGTGTCT 3’

Fonte: SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2757004?ordinalpos=123&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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Todas as amostras dos pacientes foram analisadas para os seis sitios polimorficos.
A composicdo das reacdes e condigdes de amplificacdo variaram com a regido a ser

amplificada e estdo representadas nas tabelas abaixo:

HOe H1
Agua destilada 11pL
PCR Master M 12,5uL
Oligonucleotideo HO 0,25uL
Oligonucleotideo H1 0,25uL
DNA genbmico 1uL
Amplificagéo - 94°C 5 minutos

35 ciclos - 45 segundos
Anelamento - 60°C 45 segundos
Extenséo - 72°C 1 minuto e 30 segundos

7 minutos

Apdbs amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5ul. do
mix da enzima Xmn I (3,3uL de 4gua destilada; 0,2uL. da enzima Xmn I; 1,5uL do tampao da

enzima) a 10uL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H2 e H3
Agua destilada 18,5uL
PCR Master M 12,5uL
Oligonucleotideo H2 0,5uL
Oligonucleotideo H3 0,5uL
DNA gendmico 1ulL
Amplificacdo - 94°C 5 minutos
35 ciclos - 30 segundos
Anelamento - 60°C 1 minuto
Extensdo - 72°C 1 minuto
7 minutos

Apos amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se SulL do
mix da enzima Hind III (3,3uL de 4gua destilada; 0,2ul da enzima Hind III; 1,5uL do tampao

da enzima) a 10 uL. do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.
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H3 e H4
Agua destilada 18,5uL
PCR Master M 12,5ul
Oligonucleotideo H3 0,5uL
Oligonucleotideo H4 0,5uL
DNA genémico 1uL
Amplificacdo - 94°C 5 minutos
35 ciclos - 30 segundos
Anelamento - 60°C 1 minuto
Extenséo - 72°C 1 minuto
7 minutos

Apo6s amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5uL do
mix da enzima Hind III (3,3uL de 4gua destilada; 0,5uL da enzima Hind III; 1,5uL do tampao

da enzima) a 10 puLL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H5 e H6
Agua destilada 18,5uL
PCR Master M 12,5uL
Oligonucleotideo H5 0,5uL
Oligonucleotideo H6 0,5uL
DNA genbmico 1uL
Amplificagéo - 94°C 5 minutos
35 ciclos - 30 segundos
Anelamento - 60°C 1 minuto
Extensdo - 72°C 1 minuto
7 minutos

Apo6s amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5ul do
mix da enzima Hinc II (3,3uL de agua destilada; 0,5 pL da enzima Hinc II; 1,5uL do tampao

da enzima) a 10uL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H7 e H8

Agua destilada 10,5uL
PCR Master M 12,5uL
Oligonucleotideo H7 0,5uL
Oligonucleotideo H8 0,5uL
DNA gendmico 1ulL
Amplificacdo - 94°C 5 minutos
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35 ciclos - 30 segundos
Anelamento - 57°C 1 minuto
Extensédo - 72°C 1 minuto
7 minutos

Apdbs amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5ul. do
mix da enzima Hinc II (3,3uL de agua destilada; 0,2uL da enzima Hinc II; 1,5uL do tampao
da enzima) a 10uL do produto amplificado, deixando em banho-maria a 37°C por 3 horas.

H9 e H10
Agua destilada 10,5uL
PCR Master M 12,5uL
Oligonucleotideo H9 0,5uL
Oligonucleotideo H10 0,5ulL
DNA gendmico 1ul
Amplificacdo - 94°C 5 minutos

35 ciclos - 45 segundos
Anelamento - 57°C 45 segundos
Extenséo - 72°C 1 minuto e 30 segundos

10 minutos

Apo6s amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatica adicionando-se 5uL do
mix da enzima Hinf I (3,3uL de 4gua destilada; 0,2uL da enzima Hinf I; 1,5uL do tampdo da
enzima) a 10 uL 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
Tagq DNA Polimerase; 2 mM de MgCly; 0,2 mM de cada dNTP) e as reacdes de amplificacdo
foram desenvolvidas no termociclador GeneAmp PCR System 9600.

Os resultados da amplificagdo foram verificados pela corrida eletroforética em gel
de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80V por 20 minutos, e visualizados em camara
de UV (ultravioleta) apos coloracdo com brometo de etidio.

Os resultados da digestdo enzimatica foram verificados pela corrida eletroforética
em gel de agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e visualizados em
camara de UV (ultravioleta) apo6s coloracdo com brometo de etidio.

Os resultados da digestdo enzimatica das amostras foram analisados de acordo

com o padréo de polimorfismos para cada haplotipo que esta representado no Quadro 2.
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Quadro 2- Padréo de polimorfismos para cada haplétipo.

Regido/ Enzima 59° % Y vp 3yp 5B
Haplétipo Xmn | HindlIll Hind 111 Hinc II Hinc II Hinf |
Senegal + + - + + +
Benin - - - - +
Bantu/ Bantu - +
Camardes - + + - + +
india-Arabia + + - + +

Fonte: Adaptacdo de STUART; NAGEL, 2004.

3.4.5 Analise do perfil oxidativo

¢ Protocolo para determinacéo da concentracdo de nitrito (NO;) (GREEN et al., 1982)

Ap0s o periodo de incubacdo, a concentracdo de NO, foi determinada segundo o
método de Green e colaboradores (1982), que se baseia em detectar a presenca de NO, em
uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reacéo de diazotizacdo que forma
um cromoforo de cor rosea. O método baseia-se na adi¢do de 100ul da amostra plasmatica em
100uL do reativo de Griess (sulfanilamida 1%/cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina
(NEED) 0,1%/H3P0O,4 5%/4agua destilada, na proporc¢édo de 1:1:1:1) e a absorbancia medida em

leitor de microplacas em 540nm.

e Protocolo para determinagdo da concentracdo de malonaldeido (MDA) (DRAPER,;
HADLEY, 1990)

O método mais empregado para determinagdo do MDA em amostras bioldgicas é
baseado na sua rea¢do com o &cido tiobarbitdrico (TBARS). Nessa reacdo, duas moléculas de

TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um
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cromoéforo réseo, que tem absorbancia méxima em solucdo &cida em 532nm a 535nm. A
quantificacdo foi realizada por espectrofotometria de acordo com o protocolo empregado, que
consiste na incubacdo de 150uL do plasma em banho-maria a 37 °C por 1h, seguido por
adicdo de 200uL de acido perclérico a 35%, para precipitar as proteinas. Em seguida,
realizou-se centrifugacdo a 14.000 g por 10 min, sendo, apos, foi adicionado ao sobrenadante,
100 pL de uma solucdo de tiobarbiturato de sodio a 0,6%. A amostra permaneceu em banho-
maria aquecido, entre 90°C - 100°C por 30 min. Apds resfriada, a absorbancia foi medida em

um leitor de microplacas a 560nm.

e Protocolo para determinacdo da atividade enzimatica da catalase (CAT) (AEBI,
1984)

A atividade da catalase (CAT) nos eritrocitos foi determinada por método
espectrofotométrico em ultravioleta a 240nm, baseado na monitorizagdo da decomposicéo de
H,0,. Os valores brutos obtidos em Aa (delta/min) foram corrigidos por um fator de correcéo
do decaimento da atividade por diluicdo do hemolisado, divididos pela absortividade molar de
H,0; a 240nm (¢ 0,0394 L mmo"1mm™).

e Determinacdo da atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GSH-PXx)

A medida da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px) nos eritrocitos foi
determinada utilizando o kit Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay® (Sigma-
Aldrich). O kit utiliza método de determinacdo indireta da enzima, baseado na reacdo de
oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG) catalisada por GSH-
GPx, utilizando glutationa redutase (GR) e NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fostato). A absorbancia é medida por decréscimo a 340 nm, do NADPH durante a oxidagéo de
NADPH a NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo).
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e Determinacgdo das concentracdes de glutationa:

A determinacdo das concentragdes da glutationa total, glutationa oxidada e
glutationa reduzida foram realizadas utilizado o0 método empregado no kit Total Glutathione
Activity® (Assay Designs, Inc.). O método baseia-se na capacidade da glutationa redutase
reduzir a glutationa oxidada (GSSG) ao estado reduzido (GSH), onde o grupo sulfidrila da
GSH reage com o DTNB (&cido 5,5 '-dithiobis-2-nitrobenzdico, reagente Ellman) produzindo
um &cido de cor amarela, 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), que ¢é determinado
espectrofotometricamente em absorbancia a 405 - 414 nm. A taxa de producdo de TNB é
diretamente proporcional a concentracdo de glutationa na amostra. A medicdo da absorvancia

do TNB fornece uma estimativa precisa da glutationa na amostra.

3.5 Avaliacédo do perfil oxidativo em relacao aos haplétipos na AF

Os haplotipos dos pacientes com AF foram estratificados de acordo com
Rusanova e colaboradores (2010) em dois grupos: Bantu/n (Bantu/Bantu, Bantu/Benin e

Bantu/Atipico) e em Benin/n (Benin/Benin e Benin/Atipico).

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo. Para analise dos
dados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism (verséo 5.0). O teste para avaliacdo
da distribuicdo normal das varidveis continuas foi 0 Kolmogorov-Smirnov. O teste ANOVA
foi utilizado para a comparagdo multipla de médias entre os grupos estudados e 0 pos-teste
Newman-Keuls para identificar quais grupos foram diferentes. O nivel de significancia

estatistica considerado para todas as analises foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da amostragem

As idades dos pacientes variaram entre 18 e 68 anos, apresentando idade média de
36,65 anos no grupo HU < lano (faixa etaria entre 22 a 61 anos), 32 anos no grupo HU >
lano (faixa etaria entre 18 a 55 anos) e idade média de 31,50 anos no grupo SHU (faixa etaria
entre 18 a 68 anos) (Gréafico 1). N&o foi observada diferenca significante entre 0s grupos em
relacdo a idade (p = 0,32).

IDADE

HU > lano

HU < lano

SHU + _I

anos

Gréfico 1 — Distribuicdo da idade (anos) dos pacientes por grupo (n = 64).

HU > 1 ano (pacientes em tratamento com HU ha mais de 1 ano)
HU <1 ano (pacientes com AF em uso de HU por um periodo menor ou igual a 1 ano)
SHU (pacientes com AF sem tratamento com HU)
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No grafico 2, verificamos que em relacdo ao sexo houve o predominio do género
feminino nos grupos SHU (55,55%) ¢ no grupo HU > 1 ano (70%), enquanto no grupo HU <

1 ano predominou o género masculino (52,94%), nao havendo diferenca significante entre

eles (p = 0,29).
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Gréfico 2 — Distribuicdo dos pacientes em relagcdo ao sexo (n = 64).

Em relacdo a etnia identificamos o predominio da etnia parda em todos os trés
grupos, SHU (70,37%), HU < 01 ano (58,82%) e HU > 01 ano (65%) (Grafico 3) com
diferenga significante nos trés grupos (p < 0,05).
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Negra

20,00
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M Parda

0

SHU HU<1ano HU>1ano

Gréfico 3 — Distribuicdo dos pacientes em relacdo a etnia (n = 64).
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4.2 Caracteristicas hematoldgicas dos pacientes estudados de acordo com o tratamento

Os valores hematologicos dos pacientes estudados estao representados na tabela 1.
Foi observada diferenca significante entre as variaveis do grupo HU > 1 ano, leucécitos
(8.267 £ 644,6) e plaquetas (356.300 + 16.543) quando comparado aos demais grupos. Outra
diferenca significante foi observada em relacdo ao niumero médio de Hm do grupo SHU (2,91
+ 0,13) em relacdo aos grupos em tratamento com HU. Nao sendo observada diferenca em

relacdo a concentracdo de Hb e ao indice do Ht entre os grupos estudados (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo dos parametros hematol6gicos dos pacientes com
anemia falciforme.

SHU HU <1 ano HU > 1 ano Valor de p
(n=27) (n=17) (n=20)
Hm (milhﬁes/mm3) 2,91 £0,13* 2,52 +0,12 2,42 + 0,07 0,006
Hb (g/dL) 8,58 + 1,27 8,63 +1,95 9,24 +1,14 NA
Ht (%) 25,27 £0,72 25,24 +1,43 26,62 +0,76 NA
Leucécitos (/mm?®) 11.650 + 977,2 11.207 £ 1.120 8.267 + 644,60* 0,028
Plaquetas (/mm?) 444,038 406.375 % 356.300 + 0,04
26.702 28.699 16.543*

Os resultados estéo expressos em valores da média + desvio-padréo.

HbF: Hemoglobina fetal, Hm: hemécias, Hb: hemoglobina, Ht: hematocrito
NA — Né&o aplicavel, pois ndo houve diferenca entre os grupos (p > 0,05).
* estatisticamente significante.

4.3 Niveis medios de HbF em relacéo ao tratamento com hidroxiuréia

Analisando o grafico 4, podemos observar a presenca de concentragdes médias da
HbF mais elevadas nos pacientes em tratamento com HU ha mais de um ano (HU > 1 ano —

14,53% =+ 1,87), seguido respectivamente pelos grupos HU < 1 ano e SHU, que apresentou os
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menores niveis de HbF. A comparacdo multipla dos valores medios de HbF entre os grupos
de pacientes com AF estudados demonstrou a ocorréncia de diferenga significante entre o

grupo HU > 1 ano e os demais grupos (p = 0,021).

Hemoglobina fetal (HbF)

HU > 1ano - —I *

HU <1lano

SHU

o © $ e P
Concentracéo (%

Gréfico 4 — Valores médios + desvio padrdo de HbF entre os grupos estudados (n = 57**).
*p<0,05

** Valores obtidos através dos prontuérios dos pacientes que realizaram dosagem de HbF.

4.4 Comparac6es dos parametros oxidativos entre os individuos estudados

4.4.1 Niveis médios de NO, e MDA entre os grupos estudados

As relacbes das concentracbes de NO, e MDA entre 0s grupos podem ser

avaliadas através dos graficos abaixo:
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Graéfico 5 - Valores médios + desvio padrdo de NO,™ nos grupos estudados (n = 64).

HbAA: grupo controle.
*p < 0,0001.

Malonaldeido (MDA)
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Graéfico 6 - Valores médios + desvio padrdo de MDA nos grupos estudados (n = 64).

HbAA: grupo controle.
*p < 0,0001; ** p < 0,05

Em relacdo a concentracdo média do NO,, verificou-se significancia nas
concentragfes do metabolito no grupo controle em relacdo aos demais grupos com AF. Foi
observada maior concentracdo média de NO, no grupo SHU (1,44 £ 0,18) quando comparada

as médias obtidas nos grupos de pacientes em tratamento com HU < 1 ano (1,09 + 0,18) e HU
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> 1 ano (1,12 £ 0,10), porém nao foi significante (Grafico 5). No que se refere aos niveis de
MDA, foi verificada diferenca significante entre o grupo controle (0,05 + 0,005) e os demais
grupos. Também foi observada diferenca significante entre a média de MDA nos pacientes
com AF do grupo HU > 1 ano (0,07 £ 0,003) em relacdo ao grupo SHU (0,08 + 0,004)
(Grafico 6).

4.4.2 Niveis médios da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa

peroxidase (GSH-Px) entre os grupos

Ao analisar os resultados referentes as enzimas antioxidantes, foi observado que o
grupo controle apresentou maior atividade enziméatica de CAT, demonstrando significancia
em relacdo aos demais grupos. Ao se comparar as médias da CAT entre os grupos com AF,
verificou-se que o grupo SHU (11.728 + 491,60) apresentou menor atividade enzimatica e
diferenca significante em relacdo ao grupo HU > 1 ano (15.818 + 979,50) (p = 0,036)
(Gréfico 7).
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Gréfico 7 — Niveis médios + desvio padréo da atividade enzimatica da CAT em relacdo aos
grupos estudados (n = 64).

* p < 0,0001; ** p = 0,036.

Quanto a concentracdo media da atividade da GSH-Px, o grupo controle

apresentou atividade mais elevada do antioxidante, GSH-Px (3367,0 = 85,43), apresentando
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diferenga significante quando comparada a média dos demais grupos (p < 0,001). Foi
observada também, a atividade enzimatica da GSH-Px nos grupos de pacientes com AF, onde
se verificou que o grupo SHU, além de apresentar menor atividade média da enzima (777,0 +
44,83), demonstrou diferenca significante (p = 0,031) em relagdo aos pacientes em
tratamento, HU < 1 ano (1023,0 + 89,02) e HU > 1 ano (1063,0 = 93,05), com consequiente
aumento da atividade enzimatica da GSH-Px ap6s o uso da HU(Gréfico 8).
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Graéfico 8 — Niveis médios * desvio padrdo da atividade enzimatica da GSH-Px em relagédo
aos grupos estudados (n = 64).

* p < 0,0001; ** p < 0,05.

4.4.3 ConcentracGes média de glutationa entre os grupos estudados

N&o houve diferenca significante na comparacdo dos valores de glutationa total
(GSSG + GSH) e GSSG entre os grupos. Em relacdo & GSH, foi possivel verificar, com
significancia, a presenca do aumento em sua concentracdo no grupo controle quando
comparado aos demais grupos (Grafico 9). Ao se analisar o indice GSSG/GSH, o grupo

controle apresentou menores valores em relacdo aos demais grupos. Entre 0s pacientes com
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AF, a relacdo GSSG/GSH foi maior nos pacientes SHU quando comparado ao grupo HU > 01
ano (p <0,05).

Glutationa total (GSSG + GSH) GSSG/GSH

— ok

Glutationa oxidada (GSSG)
Glutationa reduzida (GSH)

—I— l 2.0q *

Grafico 9 — Concentracdes média + desvio padréo da glutationa nos grupos estudados (n =
64).

*[**p < 0,05
GSSG / GSH: relagdo GSSG (glutationa oxidada) / GSH: (glutationa reduzida).
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4.4.4 Estudo do perfil oxidativo em relacdo aos hapldtipos, nos pacientes com anemia

falciforme

A caracterizacdo dos haplotipos do grupo estudado foi realizada em 41 pacientes,
sendo os haplotipos estratificados em dois grupos (Bantu/n e Benin/n) de acordo com o uso
ou ndo da HU, para a analise do estresse oxidativo.

Foram identificados no presente estudo a presenca de cinco tipos de haplétipos:
Bantu/Bantu 22 (53,65%), Bantu/Benin 11 (26,83%), Benin/Benin 4 (9,75%), Bantu/Atipico
2 (4,87%) e dois individuos Benin/Atipico (4,87%) (Tabela 2).

Na Tabela 3 verifica-se que do haplétipo Bantu/Bantu 6 (27,3%) se apresentam
sem uso de HU e 16 (72,7%) em uso de HU. No haplétipo Bantu/Benin 3 (27,3%) se
apresentam sem uso de HU e 8 (72,7%) em uso de HU. No hapl6tipo Benin/Benin 3 (75%) se
apresentam sem uso de HU e um (25%) em uso de HU. Os hapl6tipos Bantu/Atipico e

Benin/Atipico apresentaram cada um, um paciente sem uso e outro em uso de HU.

Tabela 2 — Distribuicdo dos haplétipos na populacéo estudada (n=41).

Haplotipo n %
Bantu/Bantu 22 53,65
Bantu/Benin 11 26,83
Benin/Benin 4 9,75

Bantu/Atipico 2 4,87

Benin/Atipico 2 4,87
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Tabela 3 — Distribuicdo dos haplo6tipos na populacéo estudada em relagdo ao uso ou ndo de
HU (n=41).

Haplétipo SHU Uso de HU N° de individuos (%)
Bantu/Bantu 6 16 22 (53,65%)
Bantu/Benin 3 8 11 (26,83%)
Benin/Benin 3 1 4 (9,75%)
Bantu/Atipico 1 1 2 (4,87%)
Benin/Atipico 1 1 2 (4,87%)

Total 14 27 41

HU: hidroxiuréia
SHU: sem uso de hidroxiuréia

Na avaliacdo da relacdo dos hapl6tipos com o estresse oxidativo em pacientes
com AF sem uso de HU (SHU) foi verificando que os pardmetros do estresse oxidativo NOy
e MDA foram semelhantes entre os grupos de Bantu/n e Benin/n. Em relacdo ao perfil das
enzimas antioxidantes observaram-se resultados semelhantes da CAT entre os grupos de
hapl6tipos com um aumento ndo significante da GSH-Px no grupo Bantu/n em relacdo ao
Benin/n. Ja a relacdo GSSG/GSH se apresentou maior, porém nao significante no grupo
Benin/n em relagdo ao Bantu/n da (Tabela 4).

A analise da relacdo dos haplotipos com o estresse oxidativo em pacientes com
AF em uso de HU verificou um aumento ndo significante nos niveis de NO, no grupo de
hapl6tipo Bantu/n em relacdo ao Benin/n e niveis de MDA semelhantes entre os grupos. Em
relacdo ao perfil das enzimas antioxidantes verificou-se um aumento significante da GSH-Px
(p<0,03) no grupo Benin/n em relagdo Bantu/n e resultados semelhantes da CAT entre 0s
grupos de haplotipos. Ja a relagdo GSSG/GSH se apresentou maior, porém nao significante no

grupo Bantu/n em relacdo Benin/n (Tabela 4).



Tabela 4 - Valores médios e desvio padrdo do perfil oxidativo nos haplétipos dos
pacientes sem tratamento (SHU) (n=14) e em tratamento com a HU (n=27).
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SHU Uso de
HU
Bantu/n Benin/n Valor de p Bantu/n Benin/n Valor de p
(n=10) (n=4) (n=25) (n=02)
NO, 2,41+ 0,64 2,62+0,60 0,60 2,49+0,26 1,87+0,36 0,52
(umol/L)
MDA 0,18+ 0,01 0,15+0,009 0,41 0,14+0,006 0,15+0,03 0,73
(absorbancia
535nm)
CAT 10.936+ 791 11.787+1.105 0,56 15.068+1.026 13.164+1. 0,61
(umol min 542
lml-l)
GSH-Px 843,2 £74,38 634+68,66 0,12 967,20£78,19  1.615+210 0,03*
(umol min’
lml-l)
GSSG/GSH 1,35+ 0,38 1,80+1,22 0,65 0,99+0,18 0,53+0,15 0,50

Valores médios + desvio padrdo das dosagens dos parametros oxidativos.

Bantu/n: hapl6tipos Bantu/Bantu, Bantu/Benin e Bantu/Atipico
Benin/n: hapl6tipos Benin/Benin e Benin/Atipico

NO,: nitrito

MDA: malonaldeido
CAT: catalase

GSH-Px: glutationa peroxidase
GSSG/GSH: relacédo glutationa oxidada/glutationa reduzida
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5 DISCUSSAO

A anemia falciforme € caracterizada por uma anemia hemolitica crénica com
presenca de frequentes crises de vaso-oclusdo de grau variado. A heterogeneidade clinica é
atribuida a vérios fatores dentre eles a concentracdo da HbF, haplétipos e a co-expressdo com
a alfa talassemia (ZAGO; PINTO, 2007; MOUSINHO-RIBEIRO et al., 2003).

Um total de 64 pacientes foi analisado quanto ao impacto da HU no perfil
oxidativo, sendo que desse total, em 41 pacientes foi verificado o impacto dos haplétipos
também no perfil oxidativo. A amostra do presente estudo representa mais de 50% dos
pacientes com AF em acompanhamento no ambulatério do HUWC/UFC.

A idade dos pacientes variou de 18 a 68 anos, com idade média de 33,08 anos,
apresentando médias de 31,50 anos no grupo SHU, 36,65 anos no grupo HU < lano e 32 anos
no grupo HU > 1 ano, ndo havendo diferenca significante entre eles, o que indica que a idade
ndo esta interferindo nos resultados encontrados. Os resultados demonstraram que em relacéo
ao género houve predominio do género feminino nos grupos SHU (55,55%) e HU > 1 ano
(70%), enquanto que o masculino foi predominante no grupo HU < 1 ano (52,94%). Os
resultados s&o similares aos encontrados em estudos anteriores realizados na mesma
populagdo (GALIZA et al., 2005; SILVA; GONCALVES; MARTINS, 2009).

Em relacdo a etnia observou-se maioria pertencente a etnia parda em todos os
grupos. Dados do IBGE descrevem que a regido nordeste possui a maior populacdo de afro-
descendentes quando somado o nimero de individuos negros e pardos (IBGE, 1996-2003). A
notavel miscigenacdo ocorrida no Brasil, assim como suas correntes imigratorias internas e
externas, ja dissociaram a HbS da cor da pele dos seus portadores, apesar dessa alteracao
genética continuar sendo um marcador étnico importante (RAMALHO; MAGNA; GIRALDI,
2006).

A analise das variaveis hematologicas dos pacientes no presente estudo,
demonstrou uma diferenca significante entre o grupo em uso da HU > 1 ano em relacéo aos
demais nos pardmetros, HbF, leucdcitos e plaquetas, caracterizados pela reducdo na
contagem de leucadcitos (p = 0,028) e plaquetas (p = 0,04) e elevacdo nos niveis da HbF (p =
0,021), sugerindo que o tratamento e o tempo de uso da HU influenciaram na normalizagéo
destas variaveis, apesar da auséncia de resultados anteriores ao inicio do tratamento.
Resultado semelhante foi obtido por Voskaridou e colaboradores (2010), que observaram

uma reducdo nesses parametros em pacientes com AF, ap0s seis meses de tratamento com
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HU. Singh e colaboradores (2010) e Ballas e colaboradores. (2010) demonstraram niveis de
HbF significantemente elevados apo6s tratamento com a HU. Steinberg e colaboradores
(1997) também associam o aumento da HbF a resposta ao tratamento com HU. Em um
estudo realizado no Brasil, Borba e colaboradores (2003) observaram um aumento
significativo nos niveis de HbF em pacientes com AF, apds o inicio do tratamento com HU
em relagéo aos pacientes que ndo realizaram terapéutica com essa droga.

A medida da concentragdo de HbF é um dos moduladores genéticos mais
conhecidos e um importante modulador clinico na AF (GUALANDRO, 2009). Estudos tém
demonstrado uma correlacdo inversa entre a concentracdo de HbF e a freqliéncia de crises
dolorosas, STA (sindrome torécica aguda) e mortalidade (STEINBERG, 2005; FRENETTE;
ATWEH, 2007). Em um estudo realizado no Cear4, Silva e colaboradores (2009) ressaltam a
importancia dos niveis de HbF na evolucdo clinica da AF, verificando menor nimero de
crises vaso-oclusivas e menor prevaléncia de Ulceras de perna em pacientes com anemia
falciforme que apresentavam maior concentracdo de HbF. Em 2007, Fasola e colaboradores,
avaliaram o beneficio da HU na AF e verificaram que a mesma reduz os episodios de crises
vaso-oclusivas e aumenta 0 tempo entre as crises, e sugeriram que os beneficios desta droga
podem ser devido a sua habilidade em aumentar a geracdo de 6xido nitrico na presenca de
peroxido de hidrogénio e da heme proteina, presentes na hemoglobina.

Os haplétipos do gene da B*-globina tém um papel importante na determinacgdo da
gravidade da doenca. O hapl6tipo Senegal, raro no Brasil, esta associado a niveis elevados de
HbF, em torno de 20%, enquanto o hapl6tipo Arabe-Indiano, que ndo ocorre no Brasil,
apresenta 0os maiores niveis de HbF e corresponde a forma mais leve da doenca, sendo
oligossintomatica ou assintomatica (OGEDEGBE, 2002; ZAGO; PINTO, 2007). O haplétipo
Bantu, de quadro clinico mais severo, esta associado a maior incidéncia de danos a 6rgaos e a
faléncia renal, apresentando os menores niveis de HbF (STEINBERG, 2005). Portadores do
haplotipo Benin possuem niveis intermediarios de HbF e, consequentemente, caracteristicas
clinicas intermediarias da doenca (OGEDEGBE, 2002).

No presente estudo foram avaliados dois importantes marcadores de dano celular
na AF que sdo NO; (metabolito do NO) e MDA. Em relagdo ao NO;", observou-se niveis
elevados nos grupos de pacientes com AF em relagdo ao grupo controle. Esse resultado
provavelmente se deve ao fato de que na anemia falciforme ocorra um aumento do consumo
de NO, gerando aumento dos niveis dos seus metabdlitos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Rusanova e colaboradores (2010) em criangas com AF sem uso de HU. Ao se

analisar, no presente estudo, o perfil do NO, em relacdo aos pacientes com AF, verificou-se
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que o aumento foi & custa dos pacientes sem uso de HU. Esse fato pode ser atribuido ao
provavel efeito antioxidante da HU, acdo que é dose dependente. A reducdo do NO
biodisponivel, e conseqliente aumento na producdo de seus metabolitos, nos pacientes com
AF ¢é decorrente principalmente do aumento do seu consumo pelas EROs (ASLAN;
FREEMAN, 2002). Dados da literatura (REES et al., 1995; LOPEZ et al., 2003) indicam que
0 aumento do NO;" é mais proeminente durante as crises de vaso-oclusao.

Os niveis plasmaticos de MDA, parametro que avalia o dano oxidativo na
membrana celular, se apresentaram significantemente mais elevados nos pacientes com AF
quando comparados com o controle. Resultado que reflete um aumento na producdo de
radicais livres na AF, conseqientemente 0s mesmos estdo sujeitos a hiperperoxidacao.
Resultados semelhantes foram obtidos por Titus e colaboradores (2004), Manfredini e
colaboradores (2008), Hundekar e colaboradores (2010) e Shimauti e colaboradores (2010)
que demonstraram a presenca de niveis elevados de MDA em pacientes com AF ndo tratados
com HU, quando comparados com o controle. Verificou-se, também, que houve diferenga
dentro do grupo de pacientes com AF, com taxas mais elevados de MDA no grupo SHU em
relacdo ao HU > 1 ano, com diferenca significante (p < 0,05). Portanto, os resultados indicam
que a peroxidacdo lipidica € mais evidente nos pacientes com AF sem uso de HU. Fato esse
atribuido a um efeito protetor da HU sobre estes marcadores do estresse oxidativo.

Com relagdo aos pardmetros antioxidantes intracelulares, foi observado que a
atividade média da enzima CAT e da GSH-Px apresentaram-se diminuidas nos pacientes com
AF em relacdo ao grupo controle. Achado este atribuido ao fato dos eritrocitos dos pacientes
com AF apresentarem deficiéncia em seu sistema antioxidante enzimatico em decorrénia do
seu maior consumo nos processos de remocgdo das EROs que encontram-se elevadas
(KLINGS; FARBER, 2001). Os resultados estdo de acordo com os estudos de Das e Nair
(1980) e Hundekar e colaboradores (2010) que observaram atividade da CAT e GSH-Px
reduzida em pacientes adultos com AF. Resultados discordantes foram obtidos por
Manfredini e colaboradores (2008) que demonstraram a presenca de maiores concentragdes de
GSH-Px em pacientes adultos com AF em relacdo ao controle e por Rusanova e
colaboradores (2010) que também observaram aumento da GSH-Px em um grupo de criangas
com AF guando comparado ao de criancas saudaveis. Ao se estratificar o grupo de pacientes
com AF quanto ao uso da HU verificou-se que a atividade das CAT e da GSH-Px foi maior
no grupo com maior tempo de uso da medicagdo. Em estudo recente, Cho e colaboradores

(2010) demonstraram um aumento da expressdao em 91% de GSH-Px em pacientes com AF
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apos terapia com HU em relacdo aos pacientes ndo-tratados, demonstrando a agdo
antioxidante da HU.

A glutationa desempenha um importante papel de defesa intracelular contra as
EROs e aos compostos eletrofilicos gerados por processos oxidativos (HUBER; ALMEIDA;
FATIMA, 2008). No presente estudo, a concentragdo da glutationa total (GSSG + GSH) se
apresentou elevada nos pacientes com AF em relagdo ao grupo controle. Resultados
semelhantes foram obtidos por Manfredini (2008) que demonstrou um aumento na
concentracdo da glutationa total ao comparar os resultados dos pacientes com AF com 0s do
controle. J& Morris e colaboradores (2008) observaram uma reducgdo nos niveis da glutationa
total em pacientes com AF em relacdo ao controle (individuos saudaveis).

Ao se analisar, no presente estudo os niveis da GSH, foram verificadas menores
concentracdes do antioxidante nos grupos de pacientes com AF em relacdo ao controle, com
diferenga significante (p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos por Reid e
colaboradores (2006) que observaram uma reducdo nos niveis da forma reduzida (GSH) em
pacientes com AF, sugerindo que a diminuicdo desse importante antioxidante ocorra nao
devido a uma deficiéncia em sua sintese e sim ao aumento no seu consumo.

A relacdo da GSSG/GSH constitui o indice de maior acuracia na avaliagdo do
estado antioxidante intracelular. Quanto mais elevado o indice maior o comprometimento na
defesa antioxidante. Os resultados demonstram uma relacdo GSSG/GSH aumentada nos
pacientes com AF em relacdo ao grupo controle. Foi observada, também, diferenca dentro do
grupo de pacientes com AF, com aumento da relagdo GSSG/GSH no grupo SHU em relacdo
ao HU> 1 ano (p<0,05). Resultados semelhantes foram obtidos por Rusanova e colaboradores
(2010) em criangas com AF que apresentaram significante aumento nesse indice em relagdo
ao controle saudavel. Os resultados, portanto indicam a existéncia de um importante dano
oxidativo nas células dos pacientes com AF.

A determinacdo dos haplétipos no presente estudo demonstrou o predominio do
haplotipo Bantu. Resultados semelhantes foram observados por Silva e colaboradores (2009)
em um estudo realizado em pacientes adultos com AF, no mesmo servi¢o. Resultados
discordantes foram obtidos por Galiza e colaboradores (2005) que verificaram o predominio
do haplotipo Benin também no mesmo servigo. No entanto deve-se ressaltar que a
amostragem no presente estudo foi o dobro da utilizada pelo grupo de Galiza e colaboradores
(2005).

A avaliacdo do estresse oxidativo em relacdo aos hapl6tipos nos pacientes em

estudo demonstrou que na populacdo sem uso de HU os niveis de NO, e de MDA foram
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semelhantes entre os grupos de haplétipos, com aumento ndo significante da atividade da
enzima GSHPx no grupo de haplétipo Bantu/n e da relagdo GSSG/GSH no grupo Benin/n.
Rusanova e colaboradores (2010) ao avaliar a interferéncia do genotipo no estresse oxidativo
e no fenotipo em criancas com AF, sem uso de HU, obtiveram resultados semelhantes em
todos os parametros (NO,, MDA, GSH-Px e da relacdo GSSG/GSH) em relagdo aos grupos
de haplotipos analisados. Portanto os nossos resultados foram semelhantes ao do grupo de
acima citado.

Ao se avaliar o perfil do estresse oxidativo em relacdo aos haplotipos em uma
populacdo de pacientes em uso de HU verificou-se um aumento ndo significante dos niveis de
NO," no grupo Bantu/n em relagdo ao Benin/n com resultados semelhantes de MDA entre os
grupos de haplotipos. Em relacdo ao perfil antioxidante verificamos um aumento significante
da GSHPx (p<0,03) no grupo Benin/n em relacdo ao Bantu/n e resultados semelhantes da
CAT entre os grupos. Este achado se deve provavelmente ao fato do grupo Benin/n apresentar
um quadro clinico mais moderado em relacdo ao Bantu/n. A relagdo GSSG/GSH foi maior,
porém nao significante no grupo Bantu/n em relacdo ao Benin/n. Resultado que reforca a
hipdtese de que o gendtipo Bantu/n apresenta um fendtipo mais grave em relacdo aos demais
hapl6tipos na AF, no entanto devemos considerar que o referido grupo se encontrava em
tratamento com HU, medicamento que eleva os niveis de HbF e consequiente compromete a
analise do estresse oxidativo.

Os resultados do presente estudo reforcam a hipotese de que os pacientes com AF
apresentam um estado hiperoxidativo com niveis elevados dos produtos do estresse oxidativo
e diminuidos do perfil antioxidante e que a hidroxiuréia teve um impacto sobre o perfil
oxidativo. No entanto, em relacdo ao impacto dos haplétipos no estresse oxidativo, estudos
posteriores com uma maior amostragem devem ser recomendados para confirmar nossos
resultados, considerando que o grupo de pacientes ndo tratados com HU foi menor que o
grupo de pacientes em uso de HU, o que pode ter interferido na analise estatistica dos

resultados.



77

6. CONCLUSOES

Os resultados indicam que houve uma interferéncia da HU no perfil oxidativo,
com diminuicdo dos parametros oxidativos (NO," e MDA) e aumento das
enzimas antioxidantes (CAT e GSH-Px). Efeito esse mais proeminente com o
uso prolongado do medicamento;

Foi observado que ndo houve relacdo dos haplétipos com o estresse oxidativo
nos pacientes sem uso de HU. No entanto nos pacientes com uso de HU
detectamos um aumento significante da GSH-Px no grupo de Benin/n em
relacdo ao Bantu/n e da relagdo GSSG/GSH no grupo Bantu/n em relacdo ao

Benin/n;

Em relacdo ao indice GSSG/GSH foi observado um aumento significante nos
pacientes com AF em relagdo ao controle, com uma diminuicdo da relagdo nos

grupos em uso de HU,;
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Prezado paciente,

As doengas falciformes sdo as alteragdes genéticas mais comuns em nosso pais. A
anemia falciforme é uma doenca genética originada pela mutacdo pontual em uma base
nitrogenada, causando uma alteracdo na estrutura da hemoglobina (proteina transportadora de
oxigénio), fazendo com que as hemacias assumam uma forma irregular, forma de “foice”, as
quais se tornam presas na microcirculacdo, causando danos a varios 6rgaos.

Este projeto de pesquisa, do qual vocé esta sendo convidado a participar, trata-se de
uma pesquisa intitulada “Impacto da terapia com a hidroxiuréia e dos haplotipos no perfil
oxidativo, na anemia falciforme”, que tem como objetivo principal investigar o impacto do
uso da hidroxiureia e dos haplétiplos no perfil oxidativo nos pacientes com anemia
falciforme.

Para o desenvolvimento deste estudo serd necessario um grupo de portadores de
anemia falciforme. E necessario que os participantes deste estudo com anemia falciforme
coletem uma amostra de sangue (10 ml) que sera realizado por profissional habilitado e com
todas as técnicas adequadas.

A coleta de sangue sera realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado
do Ceara - HEMOCE, localizado na Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Te6filo em
dias em que os pacientes ja estardo ali realizando outros exames, por conta do seu
acompanhamento médico. Caso seja necessaria a vinda do paciente exclusivamente para a
participacdo em nossa pesquisa, 0s pesquisadores se responsabilizardo por seu transporte até o
local da coleta.

Os riscos associados ao estudo sdo apenas os da coleta de sangue venoso, podendo
haver o aparecimento de um pequeno hematoma, isto €, um pequeno derramamento de sangue
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no local da coleta. Lembrando que todo material utilizado € descartavel e estéril e os
profissionais envolvidos sdo capacitados para tal funcdo.

Os beneficios envolvidos sdo o de poder realizar um estudo que possibilite uma
melhoria no
prognostico da anemia falciforme, além de possibilitar um melhor entendimento acerca desta
doenca.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, e em caso de duvida, podera comunicar-se
com a pesquisadora Dra. Romélia Pinheiro Goncalves, que reside na rua Pereira Valente, 640,
Apto 701, bairro Meireles, Fortaleza,CE, fone: (0xx85)-33668264. Para tanto, necessitamos
que o Senhor (a) autorize a obtencdo da coleta de sangue e das informacGes para que seja
realizada a pesquisa.

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa é plenamente voluntaria e consciente, ndo
havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material, sendo que, ao participar da
pesquisa, ndo ficard exposto(a) a nenhum risco, podendo desistir de participar a qualquer
momento sem prejuizo de sua assisténcia médica. Sua identidade serd mantida em sigilo
absoluto, sendo a divulgacdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informacgfes sobre
procedimentos relacionados a pesquisa.

Esse documento sera impresso em duas vias, ficando uma com o entrevistado e a outra
com o pesquisador.

Eu, fui informado(a) do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, assim como dos desconfortos previstos e beneficios
esperados. Certo e ciente dos detalhes acima descritos e por concordar na integra com todos
0s termos acima expostos, manifesto, por vontade propria, livre e consciente, o propdsito de
participar do presente estudo.

O(a) profissional certificou-me de que
todas as informacdes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do presente projeto
de pesquisa e serdo divulgadas de forma anénima.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo



QUESTIONARIO

Data: / / Pront.:

Nome completo: Sexo: () fem () masc
Endereco:

Cidade onde mora: Telefone: ()

Idade:  Data de nasc: /| Local de nasc:

Etnia: () branco () pardo () negro

Estado Civil: () solteiro () casado () outro

Escolaridade: () Analfabeto/1° grau incompleto () 1° grau () 2°grau () 3°grau
Renda familiar:

()1 sal-minimo () 2-3 sal-minimos () mais de 3 sal-minimos () outros

Profissao atual:

1. Histéria familiar conhecida de anemia falciforme? () Sim () Nao

2.Medicacdo em uso?
() Sim () Nao
Quais?
Vitaminas C e E?
Outras?

3. Faz tratamento com Hidroxiuréia?

( )Sim () Naéo

Hé& quanto tempo?

Dose:

Qual freqliéncia? () 1X/dia () 2X/dia () outro

Qual(is) horario(s)?

4. Faz uso de bebida alcoolica? ( ) Sim () Néo

5. E fumante? () Sim () N&o
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