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RESUMO

Anemia Falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia hereditéria resultante de uma mutagdo
pontual do gene da B-globina (02B,° -V~ VAL, originando a hemoglobina S (HbS), cuja
polimerizaco promove crises hemoaliticas e vaso-oclusivas (CVO). Atualmente, sabe-se que
as mesmas sd0 eventos iniciais na AF desencadeando uma cascata de reagdes que culmina
com geracao de espécies reativas de oxigénio, reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico,
lesBo endotelial, susceptibilidade as infeccbes e processo inflamatério crénico, com
envolvimento direto dos neutrofilos nesses mecanismos. Os neutréfilos de pacientes com AF
exibem estruturas mais rigidas e indeformaveis e alteracbes na expressdo de moléculas de
adesdo e producéo de citocinas e outros mediadores que podem induzir ou agravar as
manifestacdes clinicas da doenca. A hidroxiuréia (HU) constitui o avango mais importante no
tratamento da AF, sendo o Unico medicamento que, efetivamente, tem forte impacto na
melhora da qualidade de vida dos pacientes, reduzindo o nimero de CVO, hospitalizacdes e
obitos. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos deste medicamento sobre os neutréfilos e
na funcionalidade dessas células. O estudo teve como objetivo principa investigar a
citotoxicidade, inflamag@o e estresse oxidativo em neutréfilos de pacientes com AF, bem
como o efeito do tratamento com HU sobre esses parametros em pacientes atendidos pelos
servicos ambulatoriais de hematologia de um hospital universit&rio e de um hemocentro,
ambos de referéncia em Fortaleza-Ceara. A amostra foi constituida por 101 pacientes adultos,
de ambos os sexos, diagnosticados por estudo molecular, sendo divididos em dois grupos:
Grupo SS-formado por 47 pacientes com AF, e, Grupo SSHU- formado por 54 pacientes em
tratamento com HU. Um grupo controle, Grupo AA, foi formado por 50 individuos saudaveis,
doadores voluntérios de sangue, com idade e sexo pareados. Os neutrdéfilos foram isolados do
sangue total por diferenca de gradiente e utilizados para mensuracdo dos testes. Nos ensaios
de toxicidade, observou-se que a HU ndo exerceu efeito citotoxico nos neutréfilos dos
pacientes, entretanto, foi evidenciado uma agéo citoprotetora sobre os mesmos quando
comparados aos pacientes SS e grupo AA, com uma reducdo significativa (p<0,001) na
atividade de lactato desidrogenase (LDH) e aumento no percentual de células viaveis pelo
teste de exclusdo por Azul de Tripan e ensaio do metil tiazol tetrazélio (MTT) (p<0,001).
Analisando o envolvimento dos neutréfilos nos processos de inflamagdo e estresse oxidativo
na AF, constatou-se uma significativa elevac@o nos niveis de citocinas e marcadores pré-



inflamatorios (TNF-a, MPO) e uma reducéo da interleucina anti-inflamatoria IL-10 no grupo
SS, bem como uma diminuicéo significante da atividade das enzimas antioxidantes (SOD e
GSH-Px). Os pacientes em terapia com HU apresentaram niveis semel hantes aos encontrados
no grupo AA. Danos oxidativos foram analisados pela mensuracdo do malonaldeido (MDA),
evidenciando diferenca estatistica entre todos os grupos do estudo (p<0,001), porém, com
valor de média superior no grupo SS. O presente estudo ratificou o papel preponderante dos
neutrofilos na resposta inflamatédria promovida pela AF, e mostrou de maneira inédita, com
pacientes do Nordeste-BR, que o tratamento com HU néo reduziu a viabilidade de neutrdfil os,
e modulou seus mecanismos pré-inflamatérios e pré-oxidantes a niveis comparaveis aos de
individuos sadios.

Palavras-chave: anemiafalciforme, hidroxiuréia, neutrofilos.
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ABSTRACT

Falciform Anemia (FA) is a hereditary hemoglobinopathy resulting from a p-globin gene
mutation (0oB2° Y~ VAY) that originates a hemoglobin variant called S (HbS). Its
polymerization promotes hemolytic and vaso-occlusive crises (VOC). Nowadays it is known
that these reactions are initial FA events that unleash a chain reaction that ends with the
generation of oxygen reactive types (ORT) nitric oxide (NO) bioavailability reduction,
endothelial lesion, susceptibility to infections and a chronic inflammatory process with direct
involvement of neutrophils in the development of such mechanisms. Neutrophils of FA
patients, besides developing more rigid, non-deformable structures, also show aterations in
the expression of adhesion molecules and the production of cytokines and other mediators that
may induce or aggravate clinical events observed in the disease. Hydroxyurea (HU) is the
most important improvement in FA treatment and the only medicine with a strong impact on
the patients quality of life, reducing the number of VOC, hospitalizations and deaths
resulting from this condition. However, not much is known about the effects of this medicine
on neutrophils and on the functionality of these cells. The present study aimed at investigating
cytotoxicity, inflammation and oxidative stress markers in neutrophils of FA patients, as well
as the effect of HU treatment over these parameters in hematology ambulatory patients from a
university hospital and a blood center, both reference centers in Fortaleza — Ceard.  The
sample included 101 adult patients of both sexes diagnosed with FA through molecular study
and it was divided into two groups: the SS Group — composed of 47 FA patients and the
SSHU Group — composed of 54 FA patients under HU treatment. A control Group AA was
composed of 50 healthy individuas, voluntary blood donors matched by age and sex.
Neutrophils were isolated from whole blood by differential gradient and used to measure test.
In toxicity tests carried out, it was observed that HU did not have any cytotoxic effect on
patients neutrophils, however, was shown a cytoprotective action when compared to group
AA and SS patients, with a significant reduction (p<0,001) in lactate dehydrogenase (LDH)
levels and an increase in the percentage of viable cells through the metil tiazol tetrazolium
(MTT) (p<0,001) and the Trypan Blue exclusion tests. Analyzing neutrophil involvement in
inflammatory and oxidative stress processes and in FA, there was a significant elevation in the
levels of cytokines and pro-inflammatory markers (TNF-a, MPO) and reduced
antiinflammatory interleukin IL-10 group SS, as well as a significant decrease in the activity



of antioxidant enzymes (SOD and GSH-Px). Patients under medical treatment with the tested
medicine showed similar levels to those found in group AA. Oxidative damage were analyzed
through malonaldehyde measurement (MDA), which was evidenced statistical differences
between all studied groups (p<0,001), however with a higher average value in the non-treated
group of patients. The present study ratified the important role of neutrophils in the
inflammatory response promoted by the AF, and shown in an unprecedented way, with the
Northeast-BR patients, treatment with HU did not reduce the viability of neutrophils, and
modul ates its mechanisms pro-inflammatory and pro -oxidants at levels comparable to those
of healthy individuals.

Key words: sickle cell disease, hydroxyurea, neutrophils.
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1 INTRODUCAO

A anemia faciforme (AF) € uma doenca hereditéria causada pela substitui¢do do
&cido glutédmico pela vaina no sexto cdédon do gene da B-globina, induzindo a formacdo da
hemoglobina S (HbS) que, quando desoxigenada, sofre polimerizacdo e deforma a hemécia
para a forma de foice. A hemécia falcizada é rigida e inflexivel, favorecendo a ocorréncia de
eventos vaso-oclusivos e hemoliticos (GUIMARAES;, COELHO, 2010; CHIRICO;
PIALOUX, 2012). Atualmente sabe-se que 0s mesmos S80 eventos iniciais na AF
desencadeando uma cascata de reacGes que culmina com a obstrucdo vascular, infartos de
diversos Orgaos, crises agicas, infeccOes recorrentes, e um processo inflamatério cronico,
com envolvimento direto dos neutréfilos no desenvolvimento desses mecanismos
(OKAPALA, 2004; CANCADO et al., 2009).

Os leucocitos desempenham um importante papel na fisiopatologia da AF, uma vez
gue o0 processo vaso-oclusivo e a lesdo endotelial resultam em resposta inflamatéria com
danos em vérios 6rgaos, que se propaga pelos elevados nivels de citocinas pro-inflamatorias,
capazes de tornar o endotélio ativado. A ativacdo endotelial resulta em aumento na expressao
de mol éculas de adesdo para neutrofilos, como por exemplo, E-selectina, P-selectina e ICAM-
1 (intercellular adhesion molecule-1), induzindo a quimiotaxia de neutrofilos, que por suavez
induzem a migracdo transendotelial e interacdes adesivas com hemacias falcizadas ou nédo
falcizadas, com outros leucdécitos, plaquetas e células do endotélio vascular, levando a uma
ativacdo pancelular que resulta na liberacdo de mais citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, perpetuando um ciclo vicioso de repetidas ativacdo e adesdo celulares, com
producdo de moléculas inflamatérias e oxidantes que proporcionam um desequilibrio do
balanco oxidativo e um estado inflamatério crénico, fundamental no processo de vaso-oclusio
e injaria/reperfusdo isquémica (OKAPA, 2006; CONRAN et al., 2007a).

A contagem elevada de neutrofilos, frequentemente observada em pacientes com AF,
mesmo na auséncia de infeccdes, tem sido associada com a ocorréncia de crises falcémicas,
sindrome torécica aguda (STA), acidente vascular cerebral (AVC) e morte precoce (PLATT et
al., 1994; OKAPALA, 2004), entretanto, 0S mecanismos responsavels por esta leucocitose
ndo estdo completamente elucidados. Estudos sugerem o envolvimento dos neutréfilos na
fisiopatologia da doenca através de varios mecanismos, sobretudo pelo fato de serem células
relativamente grandes (12-15um) e rigidas, que facilmente obstruem a luz vascular e por sua

habilidade de produzir mediadores inflamatérios e de estresse oxidativo, considerados como
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fatores iniciadores e propagadores das manifestagbes clinicas e gravidade da doenca
(SOUZA, 2007; MIGUEL, 2010; ALMEIDA, 2011).

A hidroxiuréa (HU) é o Unico medicamento aprovado pela Food and Drug
Administration (1999) e European Medicines Agency (2008) para tratamento da AF por ser
bem tolerado e induzir a sintese de hemoglobinafetal (HbF), dentre outros beneficios, como a
elevacdo da concentracdo de hemoglobina, ateracdo da expressdo de moléculas de adesdo de
hemécias, neutréfilos e plaquetas, e a reducdo da producdo de granulécitos, participantes
diretos dos fendmenos inflamatérios da doenca (CANCADO et al., 2009; LANARO et al.,
2009; CHIRICO; PIALOUX, 2012).

O presente estudo teve como objetivo investigar as implicaces e manifestagtes da AF
sobre o prisma das células brancas do sangue, notadamente os neutrdfilos, mensurando
marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo, bem como, investigar a acdo moduladora
dessas células sobre a doenca e se o principal medicamento utilizado em seu tratamento, a
hidroxiuréia, exerce algum efeito citotéxico ou influencia esta modulagdo e niveis de
marcadores, contribuindo, dessa forma, para ampliar os conhecimentos sobre a doenca em
nossa populacéo e para uma maior compreensdo da sua evolucédo, adicionando informacoes
proficuas a0 acompanhamento clinico desses pacientes e as estratégias terapéuticas
empreendidas.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemoglobina

A hemoglobina, hemeproteina localizada no interior das hemécias dos mamiferos, é
uma das proteinas mais generalizadas e especidizadas existentes na natureza, cuja principal
funcdo é a absorcdo, transporte e distribuicdo do oxigénio (O,) para os diversos tecidos do
organismo. Possui uma estrutura (Figura 1) globular e quaternaria, constituida de quatro
subunidades iguais, duas a duas, compostas de dois pares de cadeias polipeptidicas, ou
cadeias globinicas, sendo um par denominado de cadeias do tipo alfa (afa-a ou zeta-&) e 0
outro de cadeias do tipo ndo-afa (beta-p, delta-d, gamay ou épsilon-g). Sua estrutura €
guimicamente unida a um nucleo prostético de ferro, a ferroprotoporfirina IX (grupo heme),
que detém a propriedade de receber, ligar e/ou liberar o O, nos tecidos. E gragas a alta
reatividade do ferro e grande afinidade pelo O, que este pode ser transportado para todos os
tecidos do corpo, incorporando-se em varias reacOes celulares e participando da producéo de
energia oxidativa (PERUTZ e al.,, 1960; BUNN; FORGET, 1986; TORRES,
BONINIDOMINGOS, 2005).

Figura 1. Estrutura da Hemoglobina.

MOLECULA DA HEMOGLOBINA

Fairo Erupa Hara
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Fonte: Mader (1997)

Nota: Representacdo da estrutura quaternéria da hemoglobina, mostrando as quatro cadeias polipeptidicas, duas
cadeias afa e duas cadeias beta. Cada cadeia polipeptidica contém um grupo prostético heme ao qual seligao
0,.

Cada cadeia polipeptidica da globina é composta por uma sequéncia de aminoacidos,
tendo as cadeias alfa 141 aminoécidos e as cadeias ndo-alfa, 146. As combinacdes entre as
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diversas cadeias de proteinas ddo origem as diferentes hemoglobinas presentes nas hemécias,
desde o periodo embrionério até a fase adulta, produzidas no decorrer das distintas etapas do
desenvolvimento humano (BUNN; FORGET, 1986; TORRES; BONINIDOMINGOS, 2005).
Nas fases embrionéria e fetal, do desenvolvimento humano, e apds 0 nascimento,
encontramos seis tipos diferentes de hemoglobinas. As hemoglobinas expressas na fase
embriondria sdo: Gower 1 (&), Gower 2 (opez) e Portland (&2y2), que deixam de ser
produzidas no inicio dafase feta quando predomina a expressdo da hemoglobina fetal (HbF)
(a2y2), correspondendo a cerca de 60% da hemoglobina presente. Conforme se aproxima o
nascimento, a sintese da HbF diminui sendo compensada pela formacéo das hemoglobinas do
adulto: HbA; (a202) € HbA (ou HbAj) (azB2). Apos, aproximadamente, a vigésima oitava
semana de vida, as concentracfes das hemoglobinas chegam as proporcdes do adulto, sendo
representadas por cerca de 96-98% de HbA; 2,0-3,7% de HbA,; e < 1% de HbF
(STAMATOYANNOPOULOQOS, 1992; TORRES; BONINIDOMINGOS, 2005).

2.1.1 Hemoglobinas variantes e hemoglobinopatias

Atualmente, mais de 900 variantes estruturais de hemoglobina j& foram descritas, as
quais sdo originadas por anormalidades genéticas que podem afetar as propriedades fisicas ou
quimicas da molécula, resultando em ateragdes na solubilidade, estabilidade ou afinidade
pelo oxigénio (INGRAM, 2004).

As “doencas de hemoglobina’ ou hemoglobinopatias constituem um grupo de doencgas
genéticas, caracterizadas por alteragdes na porcdo globinica da molécula de hemoglobina,
com ampla distribui¢cdo mundial, cujas ateragcdes podem ser classificadas como estruturais ou
de sintese. As alteracOes estruturais decorrem de mutacGes pontuais em uma ou mais bases
gue codificam os aminoécidos e incluem a substituicdo, delecdo ou insercéo de um ou mais
aminoécidos, como também a fusdo de duas cadeias globinicas diferentes causando a
formacdo de uma hemoglobina anormal (variante). As alteracBes de sintese (talassemias)
caracterizam-se pela sintese reduzida ou nula de um ou mais tipos de cadeias globinicas
(BUNN; FORGET, 1986; STEINBERG; NAGEL, 2001).

Dentre as hemoglobinas variantes de maior frequéncia mundial, destacase a
hemoglobina S (HbS) (ax2° -V~ VAh), resultante de uma alteracso estrutural por substituicdo
de um aminoacido, que sob determinadas condicdes, sofre polimerizagdo induzindo graves
consequéncias ao individuo sintomatico ( PELIZARO et al., 2012).
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2.2 Anemia Falciforme

2.2.1 Histérico

A anemia falciforme (AF) é a doenca hematol dgica hereditaria de maior prevaléncia
em todo mundo, atingindo expressiva parcela da populacdo dos mais diferentes paises
(VARGAS, 2009), sendo descrita pela primeira vez, em 1910, quando James Herrick, um
médico cardiologista de Chicago-EUA, relatou um caso de anemia, um pouco diferenciada,
em um jovem estudante de odontologia, de raga negra, oriundo de Granada, nas Antilhas, que
apresentava um quadro de anemia, ictericia, Ulceras nos membros inferiores e complicactes
pulmonares. Herrick designou o termo de “peculiarmente alongadas e em forma de foice”
para descrever a aparéncia das hemacias deste paciente, e também constatou que as
manifestacdes clinicas desta doenca ja eram conhecidas séculos antes na Africa Ocidental
(HERRICK, 1910; HERRICK, 1924), onde os individuos que apresentavam tais sintomas
eram marcados por tatuagens nos membros e cintura para identificar que eram acometidos de
um ‘mal desconhecido’ (WANG; LUKENS, 1999).

Na literatura ocidental, os primeiros esforcos para determinar as bases genéticas das
cdlulas vermelhas facizadas foram reportados por Emmel (1917), que sugeriu a
hereditariedade depois de observar falcizacdo em pai e filho. Em 1945, hipotetizou-se que a
doenca poderia ser originada de anormalidades na molécula de hemoglobina e, quatro anos
mais tarde, a hip6tese foi demonstrada por uma diferenca na velocidade de migracéo
eletroforética em gel entre a hemoglobina falciforme (HbS) e a hemoglobina normal (HbA)
em ambos os estados, oxigenado e desoxigenado (PAULING et al., 1949), demonstrando que
existe uma diferenca no nimero ou tipo de grupos ionizaveis nas duas hemoglobinas. No
mesmo ano, verificou-se que se tratava de uma doenca genética com heranca autossdmica
recessiva, revelando que a AF era a expresséo homozigota, enquanto que, o trago falciforme
eraa manifestacdo heterozigota, de um defeito genético indefinido (NEEL, 1949).

Concomitantemente, Watson et al. (1948), previram a importancia da HbF ao
descreverem que os sintomas da AF apareciam em criancas logo apés a diminuicdo dos nivels
dessa hemoglobina, sugerindo uma possivel relacdo benéfica no aumento dos niveis de HbF e
sintomatol ogia da doenca.

Pouco tempo depois, Ingram (1958) comprovou que a mutacdo responsavel por
originar a HbS altera apenas um aminoécido da HbA, ou sga ele demonstrou que a
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substituicdo do &cido glutamico por uma valina na posicédo 6 da cadeia da B-globina era a base
genética da HbS. Tal achado explicou, dentre outras coisas, a diferenca eletroforética entre as
duas globinas, e foi a primeira demonstracdo de uma substituicdo de aminoacido em proteina
humana. Estudos posteriores analisaram a estrutura e as propriedades fisicas da HbS, a qual
formava polimeros intracelulares sob desoxigenacdo, e colocaram a AF na vanguarda das
investigages para elucidar a base molecular de doengas humanas (FERRONE, 2004,
FRENETTE; ATWEH, 2007).

Em 1960, Perutz decifrou a estrutura da hemoglobina, elucidando a base molecular de
suafuncéo (PERUTZ et al., 1960).

As primeiras pesquisas brasileiras referentes a AF se devem as investigagOes feitas
pelo médico Alvaro Serra de Castro, em 1933, no Hospital S&o Francisco de Assis, no Rio de
Janeiro, e apresentadas, em 27 de junho do mesmo ano, em sessdo da Sociedade de Medicina
e Cirurgiado Rio de Janeiro (COUTINHO, 1933). A primeira publicacéo brasileira especifica
sobre a doenca foi um artigo de autoria de Castro (1934) publicado no Jorna de Pediatria,
sendo considerado, por seus contemporaneos, como o primeiro profissiona a identificar um
caso da doenca no pais (ARAUJO, 1961). O artigo resume-se & exposicao de cinco casos
clinicos a partir de andlises sisteméticas em oitenta criangas negras a procura de hemacias
falciformes (CASTRO, 1934).

A AF originou-se na Africa e foi trazida pelos escravos para as Américas em virtude
da imigracdo forcada dos negros durante o periodo da escravatura. No final do século XV e
inicio do XVI, a Europa estava no seu apogeu, em virtude do dominio da navegacdo, e 0s
conguistadores europeus — especificamente espanhdis e portugueses — iniciaram a colonizacéo
da América recém-descoberta implementando um sistema produtivo baseado na méo-de-obra
escrava (KALCKMANN et al., 2007). Esses escravos eram originados, especialmente, do
Senegal e areas proximas e, posteriormente, em meados do século XV1I, os principais portos
de origem foram da Africa Ocidental (Benin) e da costa africana onde os povos falavam a
lingua Bantu (Namibia e Angola) (STEINBERG; NAGEL, 2001).

Assim, cerca de 3,6 milhdes de negros africanos foram trazidos ao Brasil (Figura 2),
ocasionando a disseminacdo do gene S e miscigenacdo racia no pais, induzindo, com isso, 0

aparecimento da AF também em brancos (BRASIL, 2002).
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Figura 2. Origem edispersio do gene Sno Brasil.

Fonte: Salzano (1986)
MigracBes de negros africanos, trazidos para o Brasil, no periodo da escravatura, disseminando
0 gene S no pais.

2.2.2 Epidemiologia

A AF é a mais comum dentre as doencas hematoldgicas hereditéarias que afeta o
homem em todo o mundo, com distribuicio predominante em paises da Africa, América do
Sul, América Central, Ardbia Saudita, india, Turquia, Grécia e Itdia Acredita-se que a
mutacdo que produz a HbS (B°), e que esta presente em aproximadamente 7% na popul agdo
mundial (WEATHERALL; CLEGG, 2001; VARGAS, 2009) (Figura 3), tenha ocorrido ha
50-100 mil anos, entre os periodos paleolitico e mesolitico (WHO, 1982; NAOUM, 2000).
Estudos iniciais discordavam quanto ao local de origem da mutaggo p°, alguns apontando a
Asia(LEHMANN; MARANJIAN; MOURANT, 1963; GELPI, 1973; PANTE-DE-SOUSA et
al., 1998) e outros, a Africa. No entanto, Wainscoat et al. (1983), em um estudo realizado
com um grupo de individuos jamaicanos com AF, encontraram um grande nimero de
haplétipos diferentes, apoiando a hipétese de origem mdiltipla para a mutagdo °. Trabalhos
posteriores indicaram que esta mutacdo, provavel mente, surgiu em pelo menos quatro eventos
independentes nas populagdes africanas: em Benin, na Republica Africana Central (CAR), no
Senegad e em Camardes (PAGNIER et al., 1984; CHEBLOUNE et al.,, 1988;
LAPOUNIEROULIE et al., 1992). Além disso, o estudo de grupos populacionais da Arébia

Saudita e da India sugeriu o surgimento independente do alelo mutante para HbS também na
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Asia (KULOZIK et al., 1986). Tais mutacdes estdo associadas a hapl 6tipos denominados de
acordo com sua origem geogréfica: Benin (BEN), Bantu (CAR), Senegal (SEN), Camarfes e
Arabe-Indiano ou Asiético, respectivamente (KULOZIK et al., 1986; ADORNO et al., 2008).

Figura 3. Distribuicéo geogr éfica da Hemoglobina S.
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Fonte: University of Colorado-Anschutz Medical Campus. Disponivel em:
http://www.col oradosi cklecell center.org/SickleCel TraitCourse
Frequéncia da hemoglobina S nas diferentes éreas dos continentes

Apesar da incidéncia da HbS ser maior entre os individuos da raga negra, os brancos,
particularmente o0s que sdo provenientes do mediterraneo (Grécia, Itdlia, etc.), Oriente Médio
e india, também apresentam a doenca (RAMALHO, 1986), e, no Brasil, a intensa
miscigenacdo racial contribui ainda mais para a presenca de alelos falciformes na popul agéo
ndo negra

A HbS é bastante comum em paises onde a maaria causada por Plasmodium
falciparum é endémica, levantando-se a hipétese de uma elevada prevaléncia do trago
falciforme em regibes endémicas para maléria como uma forma de protecdo seletiva contra as
formas mais letais desta doenca (ABDULHADI, 2003).

O mecanismo para essa protecdo € pouco entendido, mas sabe-se que in vitro ha
diminuicdo da invasdo, crescimento e desenvolvimento de P. falciparum em hemécias com
diminuida tensdo de oxigénio e baixo pH (SERJEANT, 2001; WILLIAMS et al., 2005;
FERREIRA et al., 2011). Ademais, fatores como a falcizagdo seletiva de hemacias
parasitadas resultam em uma remocao celular mais efetiva pelo baco e, provavelmente, reduz
0 grau de parasitemia e limita substancialmente o processo infeccioso (SERJEANT, 2001).

Abdulhadi (2003) propds ainda que os mecanismos envolvidos na protegdo contra maaria
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conferida pela HbS incluem a alteracdo de ligantes a moléculas de adesdo na superficie das
hemacias falcémicas, modulando a aderéncia destas a neutréfilos e contribuindo para a
eliminacdo das células infectadas. A malaria causada por P. falciparum parece ter sido aforca
seletiva responsavel pela expansdo do alelo mutante ha aproximadamente 4 (quatro) mil anos
na india e 3 (trés) mil anos na Africa (NAGEL; FLEMING, 1992), e o fato desta mutagio
deletéria permanecer em nosso genoma é um sina da forte pressdo que a malé&ria exerce em
nossa evolucao (CARUCCI, 2004).

A frequéncia dessa hemoglobina mutante chega a 25% da populacdo de algumas
regifes africanas e, conforme dados da Organizacdo Mundia de Salde (OMS) e do Banco
Mundial, estima-se que na Africa nasgam cerca de 270 mil criangas por ano com algum tipo
de hemoglobinopatia associada a presenca da HbS (BRASIL, 2009).

Nos Estados Unidos, a AF afeta aproximadamente 01 em cada 350 recém-nascidos
afro-americanos por ano, e aproximadamente 72.000 individuos no total, sendo a doenca
hematol Ggica genética mais prevalente no pais (BONDS, 2005).

No Brasil, estima-se a existéncia de pelo menos dois milhdes de portadores da HbS,
sendo 8000 portadores de AF (BRASIL, 2002; LYRA et al., 2005; CANCADO; JESUS,
2007) e, dentre os afrodescendentes brasileiros, o trago falciforme é encontrado numa
frequéncia que varia de 6,9% a 15% (GONCALVES et al., 2003). Foi observado ainda que,
no Brasil, 78,6% dos 6bitos devido & AF ocorrem até os 29 anos de idade e 37% concentram-
se nos menores de nove anos (LOUREIRO; ROZENFELD, 2005).

Com base nos dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) (2009) do
Ministério da Salde, atuamente, nascem no Brasil cerca de 3.500 criancas por ano com
doenca falciforme (DF) (presenca da HbS), ou 1/1.000 nascidos vivos, e 200 mil portadores do
traco falciforme. Essa doenca encontra-se distribuida na populagdo de forma heterogénea,
com maior prevaléncia nos estados que possuem maior concentracdo de afrodescendentes,
com recorte socia entre os mais pobres (BRASIL, 2009).

O Estado da Bahia apresenta a maior incidéncia, sendo 01 doente para cada 650
nascimentos e 01 portador do trago falciforme para cada 17 nascimentos. Outros estados
como Rio de Janeiro, Minas Gerais, Maranhdo e Pernambuco também apresentam nUmeros
significativos quanto a presenca da doenca na popul agéo (Brasil, 2009).

Os dados obtidos em 14 estados brasileiros, sobre a doenca e o trago, estéo

representados no quadrol.
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Quadro 1. Incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com doenga e trago
falciformes em 14 estados brasileiros que realizam o PNTN.

Estados Incidéncia de Incidéncia de

doenca falciforme traco falciforme

Bahia 1:650 1:17

Rio de Janeiro 1:1.200 1.21

Pernambuco/ Maranh&o/ Minas 1:1.400 1:23/1:23/ 1:23/ 1:25

Geraisd Goias

Espirito Santo 1:1.800 1:28

Rondonia 1:2.500 1:34

Acre 1:3.480 1:40

Sdo Paulo 1:4.000 1:35

Mato Grosso do Sul 1:8.360 1:70

Rio Grandedo Sul 1:11.000 1:65

Santa Catarina/ Parana 1:13.500 1:65

Fonte: PNTN/Ministério da Salde, Programas Estaduais de Triagem Neonatal/Servicos de Referéncia em
Triagem Neonatal Credenciados (BRASIL, 2009).

2.2.3 Padrao de heranca da anemia falciforme

As hemoglobinopatias sdo doencas caracterizadas pela expressdo de moléculas de
hemoglobinas variantes e estdo incluidas dentre as doencas genéticas mais frequentemente
descritas em populagdes humanas (WANG; LUKENS, 1999; STEINBERG, 2008), tendo
como destaque as que apresentam a HbS, sendo chamadas por doengas ou sindromes
falciformes. Embora mais de 15 (quinze) gendtipos diferentes tenham sido identificados como
causadores de DF (REES; GIBSON, 2011), a AF destaca-se por ser a forma mais prevalente
e, em geral, a que revela maior gravidade clinica e hematolégica (NAOUM, 2000;
BANDEIRA et al., 2004; PELIZARO et al., 2012).

A denominacdo “anemia falciforme” é reservada para a forma da doenga que ocorre
em individuos homozigotos (HbSS), e trata-se de uma doenca hereditaria, monogénica, de
heranca autossdmica, codominante para a mobilidade eletroforética, ou segja, a heterozigose
(HbAS) ndo causa doenca, mas € detectavel, podendo os portadores do traco falciforme
apresentar de 30 a 40% da hemoglobina variante, ao passo que os portadores da AF possuem

80% ou mais da HbS no interior de suas hemacias (NAOUM, 2000). Além disso, o gene da
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HbS pode combinar-se com outras anormalidades heredité&rias das hemoglobinas, como a
hemoglobina C (HbC), hemoglobina D (HbD), betataassemia, dentre outros, gerando
combinacdes que também sdo sintomaticas, denominadas, respectivamente, como hemogl obi-
nopatia SC, hemoglobinopatia SD e S/beta-talassemia (MANFREDINI et al., 2007).

A AF é resultante de uma mutacdo pontual no sexto codon do gene da B-globina,
localizado no braco curto do cromossomo 11, com a substituicdo de uma Unica base
nitrogenada, de uma adenina (A) por uma timina (T), GAG—GTG, cuja traducdo molecular
substitui 0 aminoacido acido glutdmico pela valina, originando assim a formagdo da
hemoglobina variante “S” (onde a letra S deriva da palavra inglesa sickle, que em portugués
traduz-se como foice) em substituicdo da hemoglobina normal denominada “A”
(STEINBERG, 2008; GUIMARAES; COELHO, 2010; CHIRICO; PIALOUX, 2012) (Figura
4).

Figura 4. Estrutura da hemoglobina normal e hemoglobina falciforme
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Fonte: http://saude.culturamix.com/doencas/anemia-fal ciforme-doenca-do-si stema-sanguineo

Esquerda: hemoglobina normal, com o aminoécido écido glutdmico na posi¢éo 6 da cadeia da B-globina. Direita:

hemoglobina falciforme, com aminoacido valina ha posi¢éo 6 da cadeia da B-globina.

A maioria dos genitores de criancas com AF sdo heterozigotos simples, ou sga,
apresentam um gene da HbA associado a um outro da HbS, transmitindo cada um deles o
gene alterado para a crianga, que assim recebe 0 gene anorma em dose dupla (homozigoto
SS). Porém, ndo é incomum aidentificacdo de um dos pais como afetado pela doenca somente
durante a investigacdo familiar suscitada pelo nascimento de um filho diagnosticado através
de triagem neonatal ("teste do pezinho") (SILVA; RAMALHO; CASSORLA, 1993,
GUEDES,; DINIZ, 2007; SCHECHTER, 2008).
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2.2.4 Diagnostico da anemia falciforme

Com afinalidade inicial da prevencdo de doenca mental em recém-nascidos, a triagem
neonatal (TN), criada nos Estados Unidos na década de 50, é uma acdo preventiva que
permite rastrear e detectar diversas patologias logo ao nascimento, sendo realizada por meio
do ‘teste do pezinho' em populacdo com idade de O (zero) a 30 dias (preferenciamente entre
0 2°e 0 7°diadevida). Desde entéo, a TN vem se desenvolvendo, incluindo novas patologias
e méodos mais eficazes e capazes de identificar, aém de doencas metabdlicas como a
fenilcetondria e hipotireoidismo congénito, a fibrose cistica e hemoglobinopatias (BRASIL,
2008; BRASIL, 2009).

No Brasil, a portaria n° 822/01 do Ministério da Salde incluiu a AF no PNTN,
permitindo assim o diagndstico precoce ja a0 nascimento como uma maneira eficiente e
efetiva para reduzir a morbimortalidade da doenca e proporcionar a insercdo do paciente em
programas de salide multidisciplinares, com a utilizagdo de cuidados preventivos e orientacdo
aos pais, promovendo melhora na qualidade de vida e a promocéo da salide desses pacientes
(BRASIL, 2009).

As técnicas utilizadas para avaliar amostras de sangue encaminhadas ao |aboratério
com suspeitas de AF, ou para acompanhamento e controle da doencga, incluem testes que
podem ser subdivididos em quatro grupos:

|- Confirmatorios da presenca de HbS nas hemécias: teste de falcizacéo ou teste de
solubilidade;

II- Determinantes de genétipos (AS, SS, SC, dentre outros): eletroforese de
hemoglobinas em meios acalino e &cido, isoeletrofocalizacdo, dosagem de HbF e HbA,, e
cromatografia liquida de alta presséo (HPLC);

[11- Deter minantes de hapl6tipos por meio de técnicas de biologia molecular;

V- Monitoragdo: hemograma, contagem de reticuldcitos, morfologia eritrocitéria,
dosagens de: ferritina, bilirrubina, acido Urico, fosfatase alcalina, lactato desidrogenase (LDH)
e metaemoglobina, e pesquisas intracelulares de corpos de Heinz, HbH e HbF. (BRASIL,
2002; MELO et al., 2006; Brasil, 2009).
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2.2.5 Fisiopatologia

A base da fisiopatologia responsavel pelo fenbmeno da falcizacdo (formacdo de
hemécias em forma de foice ou meia lua) estéa na simples substitui¢éo do acido glutdmico pela
valina na posicdo 6 da B-globina (CANCADO et al.,, 2009; REES; GIBSON, 2011;
CHIRICO; PIALOUX, 2012). Embora esta mudanca se configure bioquimica e
geneticamente como pontual, numa regido da molécula que nd a compromete
estruturalmente, passa a ser suscetivel quando a molécula de HbS perde o oxigénio e permite
uma aproximagao anormal entre moléculas de hemoglobina, a partir da formacéo de pontes de
hidrogénio entre o aminoécido valina e os receptores fenilalanina (B-85) e leucina (p-88) da
molécula adjacente de HbS (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003; SILVA; SHIMAUTI,
2006), com consequente polimerizacdo das mesmas e ateracOes de sua estabilidade e
solubilidade, levando a formacdo de estruturas tubulares (polimeros) que resultam em
deformacdo e diminuicdo da flexibilidade das hemécias (STEINBERG, 2008; PELIZARO et
al., 2012; CHIRICO; PIALOUX, 2012), ocasionando a facizagdo, enrijecimento e
encurtamento da vida média dessas células na circulacdo, o que pode provocar complicactes
clinicas e prejudicar o desenvolvimento, a qualidade de vida ou até levar o individuo ao 6bito
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004; GUIMARAES; COELHO, 2010; PALLIS, 2011;
WANG et al., 2011 ).

A polimerizagdo da HbS desoxigenada € o evento fundamental na fisiopatologia da
anemia falciforme (STEINBERG et al., 2008; PELIZARO et al., 2012), sendo influenciada
pela tensdo de O,, concentracdo intracelular da HbS e HbF, temperatura, associacdo com
outras hemoglobinas e talassemia, desidratacéo celular (pelo aumento da viscosidade
citoplasmética e vazamento de ions K' e &gua através da membrana), presenca de
hemoglobinas normais, tempo de circulacdo das hemacias na microcirculacéo, pela presséo
sanguinea, forcaibnica e pH (DE FRANCESCHI; CORROCHE, 2004; STUART; NAGEL,
2004; MANFREDINI et al., 2007).

Repetidas polimerizacdes da HbS podem causar danos definitivos na estrutura das
hemécias, gerando, principalmente, hemdlise intravascular e crises vaso-oclusivas (CVO),
desencadeando uma cascata ciclica de reacbes (Figura 5) que culmina com geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e stress oxidativo, reducdo da biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO), lesdo do endotélio, hipercoagulabilidade, aumento da expressdo de

moléculas de adesdo de células sanguineas e endoteliais, de injuria da isquemialreperfusdo e
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um processo inflamatério cronico. A combinacdo dessas aces esta associada com respostas
inflamatérias em vérios Orgdos e pode produzir inimeros outros estados patol 6gicos
secundérios (RESS; GIBSON, 2011; CHIRICO; PIALOUX, 2012).

Figura 5. Diagrama ilustrando a cascata de eventos fisiopatoldgicos derivados da

polimerizacdo da HbS desoxigenada.
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Nota: Polimerizacdo de HbS como fator desencadeador de eventos observados na anemia falciforme.
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2.2.6 ManifestacOes clinicas

Os individuos com AF apresentam quadro clinico heterogéneo, com gravidade elevada
e variavel, dependente da concentracdo de HbS e do grau de oxigenacdo das hemécias
(SANTOS et al., 2011). As duas primeiras décadas de vida sdo caracterizadas por periodos
assintométicos intercalados com periodos de intensa dor, envolvendo diversos 6rgaos. As
manifestacdes iniciam a partir do momento em que o nivel de HbF reduz-se a niveisinferiores
a 30%, com predominio de HbS no sangue, ocorrendo, geralmente, por volta do sexto més de
vida (POWARS, 1981; GOMEZ-CHIARI; PUIGBERT; ARAMBURU, 2003; BANDEIRA et
al., 2004). Evidéncias sugerem ainda que a presenca dos hapldétipos da mutacdo BS em
pacientes com AF esta relacionada a gravidade e a evolucéo clinica da doenca, sugerindo
melhores progndsticos para os haplétipos Senegal e Asidtico, cuja expressao fenotipica de
HbF mostra-se elevada, e pior evolucdo clinica para os pacientes portadores dos hapl 6tipos
Bantu e Benin (NAOUM, 2000; SCHNOG et al., 2004).

A caracteristica marcante da AF, a falcizacdo ou afoicamento das hemécias, além de
causar anemia hemolitica crénica, ainda € responsavel pela obstrucdo de vasos sanguliineos ou
CVO, com consequentes episddios dolorosos recorrentes, infarto e necrose de diversos
6rgdos, como 0ssos, articulagdes, baco, pulmdes e rins, dentre outros (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004; SOUZA, 2007; MIGUEL, 2010; PALLIS, 2011). Qutras intercorréncias de
relevancia clinica sdoa elevada suscetibilidade as infeccOes bacterianas, principamente
pneumococos e Haemophilus influenzae (SANTOS, 2010), sindrome toracica aguda (STA),
priapismo, Ulceras de perna, hipodesenvolvimento somatico, retardo da maturacdo sexual,
retinopatias  proliferativas, insuficiéncia renal cronica, dteracbes pulmonares e
osteoarticulares, os acidentes vascular-cerebrais (AVC) e as complicacdes cardiacas, que,
juntamente com as crises dolorosas, levam a internacbes hospitalares, morbidade e
mortalidade (ZAGO, 2001; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004; RIBEIRO et al., 2008:;
MIGUEL, 2010).

Dentre as manifestagbes clinicas apresentadas por pacientes com AF, as CVO
representam as mais graves, porém ainda ndo estdo completamente elucidados os mecanismos
envolvidos no seu desenvolvimento. Sabe-se, entretanto, que alguns estudos atribuem as CVO
como sendo resultado da interacdo entre hemacias falcémicas, leucocitos, plaquetas, células

endoteliais e substancias presentes no plasma dos pacientes (CHIES; NARDI, 2001,
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HEBBEL; OSAROGIAGBON; KAUL, 2004; VARGAS, 2009; PALLIS, 2011). Essas
oclusdes da microcirculagdo, bem como a presenca de infecgOes recorrentes estdo associadas
a elevacdo dos niveis de citocinas e proteinas de fase aguda na circulacéo, as quais, por sua
vez, agravam ainda mais os fenbmenos vaso-oclusivos por promoverem: ativacdo do
endotélio vascular, inducdo de adesividade das hemécias e de neutréfilos ao endotélio,
desenvolvimento da hiperplasiaintimal vascular, ativacéo plaquetéria, producdo de endotelina
e desregulacdo da apoptose endotelial, além do envolvimento na regulacéo da hematopoese,
na inibicdo das funcbes imunoldgicas e no desenvolvimento de déficits de crescimento
(MAKIS; HATZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000; MIGUEL, 2010; ALMEIDA, 2011).

Estudos afirmam que o aumento da gravidade da doenca tem umarelacéo direta com o
aumento da contagem de neutrdfilos na circulagdo sanguinea, e aleucocitose € associada aum
alto relato de mortalidade. O inverso a este pressuposto também é vaido: uma reducéo da
contagem de leucocitos diminui as manifestactes e gravidade desta doenca (PLATT et al.,
1994; ANYAEGBU et al., 1998; OKPALA, 2004; ASSIS et al., 2005; SOUZA, 2007;
ALMEIDA et al., 2011; PALLIS, 2011), o que nos leva a pensar na participagcédo dos
neutrofilos como um agente modulador da AF.

Segundo alguns autores, os neutrofilos sGo os leucocitos que mais participam do
processo de vaso-oclusdo, podendo ter um papel central e iniciador no desenvolvimento da
CVO, ndo somente pelo tamanho e estrutura rigida, como também pela producéo de citocinas
pro-inflamatorias e EROs ou pela ativacdo e adesdo com hemécias (falcizadas ou ndo), outros
leucdcitos, plaquetas e células endotdliais, contribuindo, por consequéncia, com a propagacao
do estado inflamat6rio e processo vaso-oclusivo (CROSS et al., 2005; OKPALA, 2006;
CONRAN et al., 2007b; CHIANG et al., 2007).

2.3 O neutrdéfilo

2.3.1 Aspectosgerais

Os neutrdfilos, também conhecidos como leucdcitos polimorfonucleares (PMN), sdo

células sanguineas produzidas e armazenadas na medula 6ssea (MO) que, quando maduras,

sd0 liberadas na corrente sanguinea, apresentando fungdes bactericida e fungicida altamente
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potentes. Na MO, a producdo de neutréfilos ocorre a partir de células hematopoiéticas
pluripotentes, sob estimulo de numerosos mediadores, em especia os fatores estimuladores de
col6nias de granulécitos (G-CSF) e de colbnias de granul6citos e mondécitos (GM-CSF). No
homem adulto, aproximadamente 10 milhGes de neutréfilos sdo liberados na corrente
sanguinea a cada minuto, representando cerca de 50 a 70% do total de leucdcitos, sendo
considerados 0s componentes majoritarios dentre os mesmos (ZYCHLINSKY;
WEINRAUCH; WEISS, 2003; LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2004; ALMEIDA, 2011), bem como, as primeiras células a serem
recrutadas da corrente sanguinea para os sitios de inflamacdo, sendo, por esta razdo,
apreciados como a primeira linha de defesa do organismo e células efetoras centrais no
sistema imune (JOHNSON; VARANI; SMOLEN, 1992; LUSTER; ALON; VON
ANDRIAN, 2005; CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009).

Os neutrofilos foram descobertos por Paul Erlich, no final do século X1X, quando as
técnicas de fixacdo e coloragdo celulares tornaram possiveis a identificacdo dos nucleos
lobulados e a presenca dos granulos citoplasméticos, caracteristicos destas células. A
coloracdo de tais granulos a partir de corantes neutros conferiu a estes leucocitos a
denominacdo de “neutréfilos” (BORREGAARD; COWLAND, 1997, DALE; BOXER,;
LILES, 2008; AMULIC et al., 2012).

Morfologicamente, os neutréfilos sdo distinguidos das outras células sanguineas por
possuirem: formato esférico com cerca de 12 a 15um de diametro, nacleo polimérfico,
apresentando de 3 a 5 Iébulos conectados por filamentos finos de cromatina, e granulos em
abundéancia no citoplasma (Figura 6), os quais contém diferentes grupos de enzimas
citotoxicas, hidroliticas e catidnicas, sendo denominados de granulos azurdfilos (ou
primarios), granulos especificos (ou secundarios), granulos de gelatinase (ou terciarios) e
vesiculas secretérias (BORREGAARD; COWLAND, 1997; ABBAS, LICHTMAN, 2005;
BORREGAARD; SORENSEN; THEILGAARDMONCH, 2007).
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Figura 6. Distensdo de sangue periférico. Estrutura polimorfonuclear com grénulos

citoplasmaticos.

Neutroéfilos Segmentados
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Fonte: Plugbr.net.<http://www.plugbr.net/o-sangue-vi sto-no-mi croscopio

Esquerda: Aparecem dois leucdcitos neutréfilos segmentados. Direita: Um leucdécito neutréfilo segmentado.
Estrutura polimorfonuclear com grénul os citoplasméticos. Coloracéo de May-Griinwald -Giemsa. Aumento
de 1000X

Os gréanulos neutrofilicos distinguem-se entre si pela sua morfogénese e citoquimica,
bem como pela composicdo de suas membranas e conteldo em moléculas citotoxicas
responsaveis pela degradacdo de patdgenos para a defesa do hospedeiro (BORREGAARD;
SORENSEN; THEILGAARDMONCH, 2007; DALE; BOXER; LILES, 2008; FREITAS;
LIMA; FERNANDES, 2009). S&o formados durante a granulopoiese em uma sequéncia de
eventos de diferenciacdo, iniciando-se no estagio de promieldcito, onde surgem os primeiros
granulos (primarios), também denominados de azurdfilos devido a sua afinidade pelo corante
azul, contendo em seu interior: hidrolases &cidas, enzimas microbicidas, mieloperoxidase
(MPO), lisosima, proteinases neutras (elastase, catepsina G e proteinase 3 - PR3)
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; RADU; LEVI, 2005; KUMAR; SHARMA, 2010).

A MPO é uma hemeproteina microbicida, considerada como sendo o principa
constituinte dos grénulos azurdfilos dos neutréfilos, prontamente liberada dentro do
fagossomo ou para o espago extracelular apds ativacdo por diferentes agonistas (LAU;
BALDUS, 2006), catalisando reagdes com peréxido de hidrogénio (H20O.), formado pelo
sistema NADPH oxidase, produzindo um potente oxidante: o &cido hipocloroso (HOCI),
importante na defesa imune inata do organismo (BORREGAARD; COWLAND, 1997,
JOINER et al., 1989; FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).
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Posteriormente, durante a maturacdo dos neutréfilos (estdgio de metamielcito) séo
formados os grénulos secundérios ou especificos. As proteinas destes granulos encerram
diversos e potentes peptideos antimicrobianos, incluindo colagenase, lactoferrina e hCAP-18,
gue induz quimiotaxia em neutréfilos, céluas T e mondcitos (FAURSCHOU,
BORREGAARD, 2003; CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009; FREITAS, LIMA,
FERNANDES, 2009).

Os granulos terciarios ou de gelatinase assemelham-se aos secundarios, porém
possuem altas concentracfes de gelatinase, e destacam-se como reservatérios de enzimas de
degradacé@o de componentes do tecido conjuntivo e de receptores de membrana, necessarios
durante extravasamento e diapedese do neutréfilo (BORREGAARD, COWLAND, 1997,
KANG et al., 2000; CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009; FREITAS, LIMA,
FERNANDES, 2009).

Quando maduros, os neutréfilos desenvolvem vesiculas secretérias altamente
mobilizavels, ricas em citocromo b558, receptores, proteinas sinalizadoras e moléculas de
adesdo em sua superficie, além de proteinas plasmaticas como albumina, imunoglobulina e
transferrina em sua matriz (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; DALE; BOXER; LILES,
2008; FREITAS: LIMA; FERNANDES, 2009; CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009).

Os neutrdfilos, aém de possuirem como principais atividades funcionais a migracéo
orientada para o local da infeccdo (quimiotaxia), aderéncia e englobamento de agentes
patogénicos (fagocitose), e a destruicdo dos microrganismos invasores através da liberacéo de
EROs e de substancias toxicas presentes em seus granulos, também sdo capazes de controlar
as funcbes de outras células do sistema imunolégico, contribuindo, de forma crucia, para a
resolucdo da resposta imune. Em virtude deste seu duplo papel antiinfeccioso e pré-
inflamatorio, sdo “células-chave’ tanto na imunidade inata como na humora (KUIJPERS,
2002; OKPALA, 2004; NAGATOMI, 2006; CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009;
ALMEIDA, 2011).

2.3.2 Neutrdfilos e ainflamacéo

A inflamacdo é uma resposta fisiolégica normal a infeccéo ou lesdo tecidual que
permite a sobrevivéncia do individuo a diversos agentes lesivos e mantém a homeostase dos
tecidos sob uma variedade de condi¢des nocivas, sendo caracterizada por vasodilatacdo,

aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de células inflamatérias, tais como
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neutréfilos, mondcitos, macréfagos, e, em alguns casos, linfocitos (MEDZHITOV, 2010;
OKIN; MEDZHITQOV, 2012). Estes eventos fisiologicos, em conjunto com a liberagdo de
mediadores citotoxicos, inflamatdrios e quimiotaticos, funcionam para conter, destruir e
remover 0s invasores ou agentes patdgenos. Nos estagios posteriores da resposta inflamatoria,
em que o foco € a reparacdo do tecido lesado, o recrutamento e ativacdo de células
mesenquimais e fibroblastos também sdo observados. Em geral, as respostas inflamatérias
localizadas sdo auto-limitadas e resultam na resolucéo da lesdo. Paradoxalmente, em certas
circunstancias, como infeccdo ou inflamacdo generalizada em individuos geneticamente
predispostos, o desfecho destas respostas depende do equilibrio dos estimulos e mediadores
pré e anti-inflamatorios, podendo ser prejudicial e induzir danos ainda maiores por acentuar e
prolongar a inflamacéo, manifestando-se clinicamente como disfuncéo ou mesmo faléncia de
multiplos 6rgdos (SUZUKI; CHOW; DOWNEY, 2008; MEDZHITOV, 2010; OKIN;
MEDZHITOV, 2012).

Em adultos saudaveis, os neutrdfilos circulantes encontram-se em estado de repouso, o
gue garante que seu contelido intracelular toxico ndo seja acidentalmente liberado e provoque
danos aos tecidos adjacentes, porém, podem ser ativados por produtos bacterianos, citocinas
ou quimiocinas, como por exemplo: fator de necrose tumoral- o (TNF-a), GM-CSF,
interleucia-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e interferon-y (IFN-y) ou outras substancias produzidas pelas
préprias células do tecido lesado, e migrarem em nimero elevado para as areas de inflamacéo
(MEDZHITOV, 2010; WRIGHT et al., 2010; OKIN; MEDZHITOV, 2012). Uma vez
ativados, os neutréfilos participam da regulacdo da amplitude e duracdo da resposta imune
(SOUZA, 2007), através da liberacdo de sinais quimiotaticos e outras citocinas, recrutando,
diferenciando e ativando linfécitos B e T, células apresentadoras de antigenos e células
endoteliais, dentre outros; influenciando ainda a producéo e retencéo celular na medula éssea
(CASCAO; ROSARIO; FONSECA, 2009).

Dentre os principais marcadores de inflamagdo, podemos destacar a MPO, proteina C-
reativa (PCR), a-2 macroglobulina, TNF-a, transferrina e as interleucinas pré-inflamatérias
(IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8) e anti-inflamatdria (IL-10) (OKPALA, 2006). Tais mediadores
sd0 produzidos por diferentes tipos celulares, porém estdo todos interligados formando uma
cascata de estimulos, ora induzindo a liberagcdo de outras citocinas ora reprimindo (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).
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A MPO, por exemplo, tem sido descrita como potente mediador inflamatdrio,
induzindo tanto a iniciacdo como a manutencdo de numerosos eventos inflamatérios,
sobretudo, os cardiovasculares (ROMAN; WENDLAND; POLANCZYK, 2008).

As citocinas sao glicoproteinas de baixo peso molecular, produzidas por diferentes
tipos celulares do sistema imune e que atuam na comunicagao entre as células, promovendo a
inducdo ou regulacdo da resposta imunoldgica. A sintese de citocinas € desencadeada por
diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. Frequentemente
apresentam acdo pleiotropica e redundante, ou sga, a mesma citocina pode apresentar
diferentes atividades, dependendo das condicbes do microambiente celular e diferentes
citocinas podem exercer a mesma funcéo efetora. Podem ainda potencializar ou inibir o efeito
de outras citocinas, provocando efeito cascata. Dentre as principais fungbes exercidas, vae
ressaltar: inducéo da inflamacdo, regulacdo da fase de resposta aguda, ativacéo de linfocitos,
controle da sintese de anticorpos, dentre outros. (BILATE, 2007).

As citocinas determinam o perfil de respostaimune a ser produzido no individuo, pois
exercem influéncia direta na ativacéo e diferenciacéo das subpopul acdes celulares. A presenca
de IL-12 e IFN-g por exemplo, determinam um perfil inflamatério onde células T CD4+ se
diferenciam em linfécitos T helper tipo 1 (Thl). Atuamente, outras subpopulacbes de
linfocitos T foram descritas de acordo, também, com o padrédo de citocinas produzidas e sua
atividade, como € o caso da |L-10 e TGF que determinam um perfil de linfocitos chamados de
células T reguladoras (Treg), devido sua capacidade de supressdo da resposta imune; a
producdo de IL-17, por suavez, esta associada a um perfil inflamatério com diferenciacdo nas
células Th17 (BILATE, 2007).

O TNF-a é um importante mediador da resposta inflamatéria aguda recrutando
neutréfilos e mondcitos para o local da inflamacdo através de diversos mecanismos. induz no
endotdlio a expressdo de moléculas de adesdo para neutrofilos, mondcitos e linfacitos,
principamente selectinas e integrinas;, estimula as células endoteliais a secretarem
quimiocinas que acentuam a afinidade entre as integrinas expressas e seus ligantes
leucocitérios, além de induzir a quimiotaxia e o recrutamento de mais leucdcitos para o foco
inflamatorio. Elevadas concentragfes de TNF-a (e IL-1) estimulam a producéo de IL-6, que
por sua vez induz a liberagdo de proteinas de fase aguda de inflamacdo pelos hepatocitos
(MAKIS; HATIZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003;
BILATE, 2007).
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Duas outras importantes citocinas presentes no processo inflamatério sdo a IL-8 e a
IL-10. A IL-8 esta envolvida na resposta inflamatoria local e crénica, auxiliando no
recrutamento de neutrofilos, baséfilos e de células T para os locais da infeccdo (HULL et al.,
2001), bem como, apresenta importante papel relacionado a mobilizacdo, ativacdo e
desgranulacdo de neutrdfilos, hepatdcitos e queratinécitos, além do processo de angiogénese
(HARADA et al., 1994). JaalL-10 é um potente inibidor de macrofagos e células dendriticas
e, portanto, esta envolvida no controle das respostas imunes natural e mediada por células.
Sua principal funcdo é inibir a sintese de outras citocinas, como o IFN-y, IL-2, IL-12 e TNF-
a. Inibe ainda a proliferagdo e a func@o de células do perfil Thl, favorecendo, entdo, o
desenvolvimento de respostas do perfil anti-inflamatério Th2 (MAKIS; HATIZIMICHAEL,;
BOURANTAS, 2000; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2003; BILATE, 2007).

O neutrdfilo expressa ainda uma variedade de moléculas de adesdo na sua superficie,
facilitando a migracdo transendotelial da célula a0 seu local de destino. As L-selectinas
(proteinas transmembranares, presentes na superficie dos leucdcitos) interagem, através da
PSGL-1 (P- selectin glycoprotein ligand-1), com as moléculas P e E-selectinas, expressas
pelas células endotdliais e ativadas por fatores, tais como a trombina, histamina, EROs, TNF-
o € outras citocinas ou ainda por LPS (lipopolissacarideo: endotoxina bacteriana), e
intermedeiam a ligac&o e rolamento da célula na camada endotelial celular. A firme adeséo da
célula é intermediada, principalmente, pela familia de receptores leucocitarios das integrinas
B2: MAC-1(antigeno macrofégico-1) e LFA-1 (lymphocyte function associated antigen-1),
que se ligam ao endotélio pelas moléculas de adesdo ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) e ICAM-2, mas também possuem afinidade por outros ligantes encontrados na
matriz extracelular, tais como fibronectina (FN), iC3b e fibrinogénio. A integrinaMAC-1, em
particular, desempenha papel primordia tanto na adesdo como na diapedese de todos os
leucécitos (ASSIS et al., 2005; MEDZHITOV, 2010; WRIGHT et al., 2010; OKIN;
MEDZHITOV, 2012) (Figura 7).

Apés a forte adesdo ao endotdlio, os leucdcitos migram através de juncdes
interendoteliais (diapedese), envolvendo duas moléculas de adesdo pertencentes a familia das
imunoglobulinas: a molécula de adesdo plaqueta-célula endotelia-1 (PECAM-1) e a molécula
de adesdo juncional (JAM), e se dirigem aos sitios de inflamacdo guiados por fatores
quimiotéticos (ASSIS et al., 2005; SUZUKI; CHOW; DOWNEY, 2008; WRIGTH, et al.,
2010).
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Figura 7. Etapas do processo de migracéo leucocitaria para area de inflamacéo.
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Migracdo transendotelial do leucdcito neutréfilo segmentado para sitio de inflamagdo, mediado por
interacéo de moléculas de adesdo expressas em sua superficie e na parede endotelial. Os neutréfilos migram
paraas areas de inflamag&o atraidos por sinais qui miotéticos endégenos ou gerados por agentes invasivos.

A predominancia dos neutrofilos, dentre as demais células, € um fato comum nas &reas
de inflamacdo, tanto naguelas que ocorrem em virtude da invasdo tecidua por
microorganismos, como naguelas relatadas por desordens imunes ou tecidos inespecificos

lesados (SUZUKI; CHOW; DOWNEY, 2008; WRIGHT et al., 2010).

2.3.3 Neutrdfilosea producédo de ERO

Apbs estimulados por fatores ambientais, mediadores inflamatérios ou durante o processo de
fagocitose, os neutréfilos sofrem um conjunto de alteracBes metabdlicas que culminam na
formacdo de EROs, referido na literatura como “burst”, surto ou explosdo respiratoria,
metabdlica ou oxidativa, caracterizado pelo aumento do consumo de oxigénio e de ATP
(trifosfato de adenosing), aumento da oxidacdo da glicose pela via da hexose monofosfato, do
transporte de elétrons e da geracdo de radicais livres, dentre os quais, destacam-se as EROs e
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as espécies reativas de nitrogénio (ERN). As EROs mais importantes sdo 0 anion superéxido
(02-), radica hidroxila (HO"), o H,O,, HOCI e o oxigénio singlete (*O,). Dentre as ERNs
incluem-se o éxido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N2O3), &cido nitroso (HNO,), nitritos (NO; "),
nitratos (NO3z ) e peroxinitritos (ONOO ). Enquanto alguns deles podem ser atamente
reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com 0S
lipidios. Existem ainda alguns que sdo pouco reativos, mas apesar disso podem gerar espécies
danosas (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; HALLIWELL ; GUTTERIDGE, 2007).

As EROs e ERNs sdo moléculas altamente reativas devido a presenca de um par de
elétrons ndo pareados na Ultima camada, 0 que as tornam potentes agentes oxidantes, atuando em
conjunto com o0s congtituintes dos granulos citoplasmaticos para matar e digerir 0s
microorganismos ou particulas fagocitados (ZY CHLINSKY ; WEINRAUCH; WEISS, 2003).

O metabolismo oxidativo se inicia com o complexo enzimético denominado NADPH-
oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase) formado por componentes
citosolicos (p67phox, p47phox e p40phox) e de membrana plasmatica (gp91phox e p22phox)
que coexistem em um heterodimero denominado flavocitocromo b558. Apds a ativacéo
neutrofilica, os componentes citosdlicos séo fosforilados por quinases e translocados para a
membrana plasmatica, onde interagem ainda com outras proteinas oxidases. Paralelamente,
granulos azurdfilos e vesiculas secretérias se fundem com a membrana plasmética para
formar o fagossoma, seguido pela interacdo de gp9lphox e p22phox com a membrana
(NAUSEEF, 1999; FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009).

O complexo NADPH-oxidase ativo transporta elétrons do NADPH no sitio
citoplasmético para 0 O, no fluido extracelular ou no espaco intrafagossdmico, formando o
radical anion superoxido (027) (reagdo 1)

NADPH oxidase
(D) 20, + NADPH > 202° + NADP" + H*

O anion 02"~ é muito reativo e é removido rapidamente pela enzima antioxidante
superéxido dismutase (SOD), formando o H,O,, que, por sua vez, pode ser utilizado como
substrato para a producédo de outras ERO e/ou ERN mais efetivas como microbicidas (reacéo
2).
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() 202- + H O, + H0,

O H,0, forma o radical HO' e néo existe nenhuma enzima gue o remova. Por isso, as
enzimas que decompdem o H»O,, como a catalase e a glutationa peroxidase (GSH-Px), séo de
extrema importancia para os seres vivos (reacdo 3 e 4) (MEYER; HARVEY; 1998;
CADENAS; DAVIES, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al.,
2007).

catalase
(3) 2 H-O, > 2H,O0 + O,

GSH-Px
(4 HO, + 2GSH (glutationa) 2H,0 + GSSG

As EROs (e ERNSs) sdo geradas em muitos processos fisiol6gicos e exercem funcdes
importantes no organismo, tais como: atividades bactericidas, fungicidas e viréticas,
participam de processos de sinalizacdo celular, estdo envolvidos na sintese e regulagdo de
muitas proteinas e também sdo utilizadas para acelerar a liberacdo do oxigénio ligado a
hemoglobina das hemécias para o interior dos tecidos favorecendo as atividades metabdlicas
dos mesmos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007, WOOD; GRANGER, 2007).

Se por um lado, essas reagdes sdo vitais para a sobrevivéncia humana, por outro, quando
produzidas em excesso, tém sido relacionadas com o aparecimento de processos degenerativos
das inflamagOes cronicas e diversas patologias como a aterosclerose, envelhecimento, infarto,
cancer, asma, ma de Alzheimer, diabetes, dentre outros (CADENAS; DAVIES, 2000;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007; FREITAS; LIMA;
FERNANDES, 2009; NUR et al., 2011).

Quando o sistema imune inato (fagécitos) € ativado, defesas antioxidantes,
enziméticas (tais como, catalase, GSH-Px, SOD) e ndo-enzimaticas (vitaminas A, C, E,
flavonoides, carotenoides), atuam contra as toxicidades dessas espécies reativas que nesse
momento sdo geradas e sd0 responsaveis pela manutencdo da homeostase, equilibrio entre a
producéo e a eliminacdo das ERO. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o

sistema pro6 e antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequente (NATTA;
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CHEN; CHOW, 1990; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007;
WOOD; GRANGER, 2007; FREITAS; LIMA; FERNANDES, 2009; NUR et al., 2011).

2.3.4 O neutrdéfilo e suaimportancia na anemia falciforme

A AF é um distarbio, primariamente, das células vermelhas do sangue, as hemécias,
porém, vérias evidéncias sugerem que os leucdcitos, especialmente os neutrofilos, possuem
um papel de relevada importancia na fisiopatologia e desenvolvimento das manifestacoes
clinicas da doenca, podendo estar envolvidos tanto na iniciagdo como na propagacdo das
CVO, bem como na gravidade das mesmas (OKPALA, 2004; NUR et al., 2011).

A contagem elevada de neutrdfilos, frequentemente observada em pacientes com AF,
mesmo na auséncia de infecgdes, tem sido associada com a ocorréncia de crises falcémicas,
STA, nefropatia, acidente vascular cerebral (AVC) e morte precoce (ASSIS et al., 2005;
NATHAN, 2006). O envolvimento dos neutrofilos no processo de oclusdo vascular e
comprometimento funcional dos érgaos adjacentes se deve a varios mecanismos, sobretudo
pelo fato de serem células relativamente grandes (12-15um) e rigidas fazendo com que seu
recrutamento para a microcirculacdo reduza o fluxo sanguineo dos vasos, por aderirem as
paredes do endotélio ativado e sofrerem interacBes adesivas com hemacias, plaguetas ou
outros leucdcitos circulantes, retendo e formando agregados celulares que obstruem ainda
mais o lumen vascular, e por estimularem o endotélio vascular a aumentar sua expressao de
ligantes para moléculas de adesdo nas células sanguineas, induzindo, desta forma, dano
tecidual, infarto de 6rgdos adjacentes e reacdo inflamatoria que predispdem e prolongam a
CVO (CHARACHE et al., 1996; OKPALA, 2004; SOUZA, 2007; MIGUEL, 2010;
ALMEIDA, 2011). Os neutrofilos possuem uma meia vida que pode variar de 6 a 12 horas na
circulacdo, porém, esse tempo para a apoptose pode ser prolongado por alguns agentes ou
processos e estender esse tempo a alguns dias. Fatores como: citocinas pré-inflamatorias,
hipéxia, adesdo celular, transmigracdo e lipossacarideos de bactérias podem promover a
interrupcdo da apoptose e levar a um aumento do nimero de neutréfilos contribuindo, por
consequéncia, com a propagacdo do estado inflamatério e o processo vaso-oclusivo
(MOULDING et al., 1998; CROSS €t al., 2005; CONRAN et al., 2007a). O TNF-a é aUnica
citocina que apresenta tanto uma atividade pré quanto anti-apoptotica, dependendo dos meios

extra e intracelular. A sobrevivéncia celular é geralmente induzida por baixas doses de TNF-
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a, enquanto que, o efeito pré-apoptético € observado em atas doses da citocina (LUO;
LOISON, 2007).

Embora os metabdlitos de oxigénio gerados pel os neutréfilos sgjam necessarios para o
mecanismo de defesa antimicrobiano na AF, as EROs produzidas podem lesar o neutrofilo e
os tecidos a0 seu redor (WEISS; LOBUGLIO, 1982; CLASTER et al., 1984; NUR et al.,
2011; NUR et al., 2012), induzir a peroxidacdo de lipidios na membrana das hemécias, que
diminui sua capacidade de deformabilidade fazendo com que sggam removidos da circulagéo
precocemente, bem como, podem ainda modificar a estrutura antigénica das mesmas, o que
permite a ligagdo de imunoglobulinas resultando em lise celular (WEISS; KLAUSNER,
1988).

O aumento de ERO na AF pode ser consequéncia de varios mecanismos, tais como o
aumento da atividade das enzimas NADPH-oxidase e xantina-oxidase endotelia devido a
leucocitose e ativagdo endotelial, pelos repetidos ciclos de falcizacdo das células vermelhas,
processos de isquemia na microcirculacdo, auto-oxidagdo da hemoglobina polimerizada e
aumento da funcéo da enzima NOS (nitric oxide synthase) (AMER et al., 2006; ASLAN;
FREEMAN, 2007; NUR et al., 2011; NUR et al., 2012). Ha evidéncias de que, nos
neutréfilos, a producdo de radicais livres citotdxicos pode ser elevada pela producéo de NO
através da enzima NOS, o que acarretaria em um aumento da apoptose neutrofilica (LUO;
LOISON, 2007; OZDOGU et al., 2007).

Na AF, o estresse oxidativo esta envolvido em varios mecanismos fisiopatol 6gicos,
como hemdlise acelerada, dano endotelial, reducdo da biodisponibilidade de NO, formacéo de
peroxinitrito, aumento das propriedades adesivas das células sanguineas, ativacdo da arginase
e hipercoagulabilidade, potenciamente contribuindo para a vaso-oclusdo relacionada a
doenca e subsequentes danos em 6érgaos (NUR et al., 2011; NUR et al., 2012).

2.4 Estratégiasterapéuticas

A anemia falciforme é uma doenca genética, que levou ao surgimento do conceito de
doenca molecular, caracterizada pelo alto indice de morbimortalidade, considerada como a
mais grave dentre as doencgas falciformes. Conforme ja referido, a AF foi descrita pela
primeira vez ha aproximadamente um século, e, apesar de avangos notéveis terem sido

realizados na compreensdo da base da complexa fisiopatologia da doenca, na qual estéo
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envolvidos, principamente, a falcizagdo de hemécias, hemdlise, vaso-oclusdo e uma
deficiente defesa contra infecgdes recorrentes, provalvemente devido a uma hipofungdo
esplénica e reducdo na capacidade microbicida dos leucocitos (PEARSON, 1989;
ANYAEGBU et al.,, 1998; OKPALA, 2005, WARE; AYGUN, 2009), ainda nenhum
medicamento especifico foi desenvolvido para o seu tratamento, para o qual sdo utilizados
medi camentos apenas para aiviar os sintomas da doencga e/ou para tentar evitar complicaces
mais graves (NASCIMENTO-JR; MELO, 2012).

Em 1973, a expectativa de vida de um paciente com AF era de 14 anos. Avangos no
manegjo da doenca mudaram radicalmente a perspectiva destes pacientes, aumentando a
expectativa de vida dos mesmos para uma média de 50 anos, gracas, sobretudo, ao
desenvolvimento de modelos de atencdo integral, hospitais-dia e aos esforcos das ciéncias
basicas e pesquisas clinicas (CLASTER; VICHINSKY/, 2003).

IntervencOes terapéuticas diversas tém sido aplicadas com um resultado animador
traduzido pela melhoria na qualidade de vida destes pacientes, onde o diagnéstico precoce,
promovido nos programas de triagem neonatal estabelecidos em alguns paises, inclusive no
Brasil, propicia o atendimento e utilizacdo de medidas educacionais e preventivas como a
utilizagdo de antibidticos profilaicos durante a infancia, vacinagdo precoce contra
pneumococos e hepatites virais e a utilizagcdo de determinados medicamentos, tais como o
&cido fdlico, analgésicos ou anti-inflamatérios que auxiliam no bem-estar do paciente,
promocao e recuperacdo da salide (QUINN; ROGERS; BUCHANAN, 2004; BRASIL, 2008;
STEINBERG, 2008).

O acompanhamento e tratamento das diversas alteraces especificas relacionadas aos
danos cronicos de 6rgdos ou resultantes de eventos agudos se fazem necessario, muitas vezes,
pela intervencdo e monitoramento cauteloso de profissionais das mais diversas éreas
(hematologia, cirurgia, pneumologia, cardiologia, endocrinologia, nefrologia, neurologia,
odontologia, etc.), utilizando-se ainda, em muitas intercorréncias clinicas de emergéncia, de
transfusbes sanguineas e procedimentos hemoterdpicos mais complexos, como a sangria
terapéutica e a exsanguineotransfusdo (BRASIL, 2008). O Unico tratamento curativo
atualmente conhecido € o transplante de medula 6ssea (TMO), porém sua aplicacdo é restrita
por ser considerada de alto risco ao paciente e devido a necessidade de doador compativel e a
dta taxa de complicacfes com significativo nivel de mortaglidade (FERSTER et al., 2001;
BUCHANAN et al., 2004; SCHNOG et al., 2004).
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De acordo com Almeida (2011), as estratégias terapéuticas utilizadas e desenvolvidas
para o tratamento da AF sdo baseadas em trés pontos fundamentais: 0 primeiro seria diminuir
a concentracdo intracelular de HbS com agentes que ativem a sintese de HbF ou agentes que
impecam a falcizagdo da heméacia; o segundo seria diminuir os eventos de adeséo celular e,
conseguentemente, a vaso-0clusdo; e o terceiro ponto seriareduzir o processo inflamatorio e o
estresse oxidativo.

2.4.1 Hidroxiuréa

Até o momento presente, a hidroxiuréia (HU) constitui 0 avangco mais importante
no tratamento de pacientes com AF (VARGAS, 2009), sendo considerada a mais
promissora dentre as novas terapias disponiveis e o Unico medicamento que, efetivamente,
tem forte impacto na melhora da qualidade de vida dos mesmos, reduzindo o nimero de
CVOs e necessidade de transfusdo, nUmero de hospitalizacBes, tempo de internacéo,
ocorréncia de STA e, possivelmente, de eventos neurolégicos agudos, além de
demonstrar, de maneira contundente, reducdo do numero de Obitos decorrentes desta
doenca quando comparado a0 mesmo ndmero em grupo de pacientes sem 0 uso do
medicamento (CHARACHE et al., 1996; LOUREIO; ROZENFELD, 2005; CANCADO et
al., 2009; VARGAS, 2009; PALLIS, 2011).

A HU é um agente quimioterdpico sintetizado, pela primeira vez, em 1869, na
Alemanha, por Dresler e Stein (DRESLER; STEIN, 1869). Somente um século depois,
mais especificamente em 1967, este medicamento foi aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) norte-americano para o tratamento de doencas neoplésicas, e, nos
anos subsequentes, para o tratamento de pacientes com leucemia mieloide cronica,
psoriase, doencgas reumaticas e policitemia vera, dentre outras. Na década de 80, passou a
fazer parte do arsenal terapéutico para pacientes com AF, sendo introduzida nos
protocolos de tratamento para esta doenca, aqui no Brasil, a partir de 2002, mediante
portaria de n°® 872 do Ministério da Saude, tornando-se, nos anos seguintes, o primeiro
medicamento que comprovadamente previne complicagdes clinicas, melhora a expectativa
de vida e aumenta a sobrevida de pacientes (STEVENS, 1999; BRASIL, 2002,
STEINBERG et al., 2003; BALLAS et al., 2006; WARE; AY GUN, 2009).

A constatacdo de que val ores aumentados de HbF previnem varias complicacdes da

AF fez com que a HU despertasse o interesse de muitos pesquisadores, visto que, mesmo
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sem 0 seu mecanismo de agdo estegja totalmente elucidado, este medicamento possui a
habilidade de aumentar a sintese intraeritrocitaria de HbF, que é um importante preditor
de gravidade clinica e fator de protecdo contra fenbmenos de falcizagdo, em virtude de
possuir maior afinidade pelo oxigénio e inibir a polimerizacdo de HbS, reduzindo dessa
maneira as crises dolorosas e hemoliticas em alguns pacientes (SALEH et al., 1999;
CANCADO et al., 2009; SILVA; GONCALVES; MARTINS, 2009; PELIZARO et al.,
2012). A €elevacdo dos niveis de HbF pela HU deve-se ao fato deste medicamento
promover o bloqueio da sintese do acido desoxirribonucléico (DNA) pela inibicdo da
ribonucleotideo redutase, mantendo as células em fase S do ciclo celular (CHARACHE et
al., 1995; SALEH et al., 1998; STEINBERG, 2008; CANCADO et al., 2009; PALLIS,
2011; BRANDOW; PANEPINTO, 2011).

Embora este medicamento seja utilizado devido a sua capacidade de induzir a
sintese de HbF, ha casos em que 0s pacientes em tratamento apresentam melhora clinica
antes de apresentarem aumento significativo dos niveis desta hemoglobina, sugerindo que
a inducdo de HbF, isoladamente, ndo pode explicar o efeito benéfico do tratamento e que
outras acbes do medicamento, e em linhagens celulares diferentes, possam estar
envolvidas (CANCADO et al., 2009; WARE; AY GUN, 2009).

Evidéncias observadas em pacientes durante uso do medicamento, em particular
efeitos no aumento da concentragdo de hemoglobina e volume corpuscular médio (VCM)
(CANCADO et al.,, 2009; WARE; AYGUN, 2009), na reducdo da contagem de
reticulocitos e plaguetas, reducdo do numero dos neutréfilos e outros granulocitos
(participantes diretos dos fenbmenos inflamatérios da doenca), bem como sobre a
hidratacéo eritrocitéria e reducdo da hemdlise, desempenham um papel importante no
resultado terapéutico final (Figura 8) (OKPALA, 2005, CANCADO et al., 2009;
LANARO et al., 2009; WARE; AYGUN, 2009). Segundo Charache (1997) e Benkerrou et
al.(2002), o decréscimo da contagem de neutréfilos no sangue periférico € o parametro
biol6gico mais fortemente relacionado com o efeito benéfico da HU, sugerindo que os

neutrofilos possam ser um alvo preferencial do medicamento.
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Figura 8. M ecanismo de acéo da hidroxiuréa na anemia falciforme.
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A hidroxiuréia pode reduzir a celularidade da medula 6ssea e aumentar 0 nimero de eritroblastos que produzem
HbF. Maiores concentracfes de HbF reduzem a polimerizagdo da HbS e o nimero de eritrécitos deformados, os
quais sobrevivem por mais tempo, podendo atenuar a hemdlise e reduzir o nimero de reticul écitos. O nimero de
granuldcitos, mondcitos e plaquetas na circulagdo também é reduzido, bem como a interagdo com o endotélio
vascular. Tais eventos podem induzir a uma reducéo das CV Os e danos orgénicos.

Outra resposta favoravel deste medicamento tem sido a diminuicdo da expressdo de
mol éculas de adesdo da superficie de heméacias, plaquetas e leucdcitos, bem como a reducéo
das proteinas receptoras localizadas em células endoteliais, com consequente reducéo da
adesdo das células sanguineas ao endotélio e da formacdo de oclusdes vasculares, além de sua
participacdo na diminuicdo e regulacdo da producdo de citocinas, mediadores inflamatérios e
oxidantes e no aumento da sintese e biodisponibilidade de NO pela ativagdo da guanilil
ciclase (CHARACHE et al., 1996; RODRIGUEZ et al., 1998, SALEH et al., 1998;
HALSEY; ROBERTS, 2003; KING, 2004; CANCADO et al., 2009; CORDERO, 2009;
LANARO et al., 2009; MIGUEL, 2010). Em estudo recente, foi demonstrado que, em
pacientes que fazem uso de HU, a adesdo de neutréfilos a fibronectina e a0 ICAM-1 é
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significantemente diminuida quando comparada a pacientes sem uso de HU, apresentando
niveis de adesdo semelhantes aos de neutrofilos de individuos sadios (CANALLI et al., 2008).

A HU possui o beneficio de ser administrada por via ora (capsulas de 500 mg) e
rapidamente absorvida atingindo nivel plasmédtico maximo entre 20-30 minutos
(respondedores rdpidos) e 60 minutos (respondedores lentos) apds sua administracdo,
apresentando meia-vida plasmatica de trés a quatro horas, sendo metabolizada no figado e
excretada por via rena (80%). A dose recomendada varia de 15-30mg/Kg/dia, ndo devendo
exceder a dose maxima tolerada (DMT) estimada em 35mg/Kg/dia, que é a maior dose capaz
de promover melhora, 0 mais proeminente possivel, do curso clinico da doenca, sem a
ocorréncia de toxicidade hematol 6gica, hepética, renal ou gastrointestinal (BRAWLEY et al.,
2008; LANZKRON et al., 2008; STROUSE et al., 2008).

O tratamento deve ser de, pelo menos, dois anos e mantido por tempo indeterminado
de acordo com a resposta laboratorial e evolucdo clinica do paciente, exceto no periodo
gestaciona e puerperal, porém, € importante lembrar que cerca de 25% dos pacientes néo
apresentam melhora com HU e, portanto, nestes casos 0 tratamento deve ser descontinuado
(CANCADO et al., 2009), e que, uma monitoracéo laboratorial (hemograma completo,
contagem de reticuldcitos e plaquetas, sorologias:. hepatites B e C e HIV, dosagens de
transaminases hepaticas, uréia, creatinina, LDH, etc.) deve ser realizada antes de iniciar o
tratamento e durante 0 mesmo, a fim de obter a DMT individual e avaliar a resposta do
quadro clinico do paciente ao medicamento (BRAWLEY et al., 2008; CANCADO et al.,
2009).

Entretanto, apesar de seu uso ser considerado o marco no tratamento da AF, a HU
parece estar envolvida com possiveis efeitos adversos, destacando-se, dentre eles, atividade
citotoxica e carcinogénica (LANARO et al., 2009), sugerindo uma cuidadosa avaliacdo da
relacdo entre riscos e beneficios ao seu uso.

Segundo Cancado et al. (2009), dentre os possiveis efeitos adversos relacionados a
administracdo da HU, destacam-se (Quadro 2):
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Quadro 2- Efeitos adver sosrelacionados a administracao da hidroxiuréia

EFEITOSADVERSOS

CARACTERISTICAS

Neurol gicos

letargia, cefaleia, tonturas, desorientagao e alucinagdes (raras)

Gastrointestinais

estomatite, anorexia, nauseas, vémitos, diarreia e constipacdo

Dermatol 6gicos

erupcdo méculo-papular, eritema facial e periférico, alopecia,
hiperpigmentacéo da pele e das unhas, pele seca, ulceracéo da

pele ou agravamento de Ulcera ja existente

Renais elevacdo dos niveis séricos de uréia e creatinina
Hepéticos elevacdo das aminotransferases (ALT, AST)
Reprodutivos oligospermia, azoospermia

Mielotoxicidade

pancitopenia

Efeito teratogénico

(confirmado apenas em animais)

Hiperesplenismo

(em criancas)

Outros

edema, febre, calafrios, mal-estar, astenia.

Fonte: Adaptado de CANCADO et al. (2009)

No entanto, h& relatos conflitantes sobre seu potencial de causar danos ao DNA de
individuos expostos. Lanzkron et al. (2008), em uma revisdo sistemética sobre o uso da HU
no tratamento de pacientes adultos com doenca falciforme, anaisaram 49 estudos
randomizados com pacientes em uso do medicamento e de placebo, referenciando tanto a
eficacia e efetividade quanto a toxicidade do medicamento na doenca falciforme, e
encontraram alto grau de evidéncia quanto a eficacia e efetividade , especiamente no que diz
respeito ao aumento no nivel de HbF, reducdo nas crises dolorosas, tranfusdes sanguineas e
hospitalizacdes. Com base na andlise de toxicidade, observaram uma baixa e limitada
evidéncia, sugerindo que ndo ha suporte suficiente para declarar que o tratamento de pacientes
com AF possa estar relacionado com a causalidade de aparecimento de cancer secundario,
defeito na espermatogénese, leucemias ou outras anormalidades citogenéticas (LANZKRON
et al., 2008).

Apesar dos provaveis efeitos adversos ja referidos, a HU é considerada um
medicamento seguro, de facil controle, apresentando efeitos adversos e mielossupressores
facilmente detectéveis e reversiveis apos a suspensao do uso da mesma. Sendo assim, varios
pesguisadores tém se manifestado a favor do uso deste medicamento, salientando que os

riscos relacionados as complicacdes secundarias a AF sdo muito mais elevados e graves que
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0s riscos relacionados aos efeitos adversos da HU (DAVES; GILMORE, 2003; STEINBERG
et al., 2003; BALLAS et al., 2006; LANZKRON et al., 2008; CANCADO et al., 2009).

Contudo, o item seguranca do uso de HU, em longo prazo, permanece como questéo
importante, sobretudo quanto a genotoxicidade, lesdo celular e impacto na funcdo de
diferentes 6rgéos (baco, rins, cérebro, pulmdes). Desta forma, a realizacdo de novos estudos
clinicos é fundamenta e permitird maior aceitacéo e adesdo ao uso da HU pelos pacientes e
comunidade médica (BRAWLEY et al., 2008; LANZKRON et al., 2008; STROUSE et al.,
2008; CANCADO et al., 2009).

Conforme ja exposto, a variabilidade das manifestagbes clinicas nos pacientes
acometidos por esta doenca se da nas diversas fases da vida, e as razbes para essa
heterogeneidade ainda ndo sdo completamente entendidas, fazendo com que os pacientes se
encontrem num risco permanente e elevado de desenvolver complicacdes clinicas que variam
de formas quase assintométicas até clinicamente graves, com ocorréncia de faléncia de 6rgéos
vitais, como coracdo, rins e pulmdes; sendo responsaveis por alta mortalidade na infancia ou
fase juvenil, num periodo muito curto de tempo, especial mente devido aos repetidos episodios
vaso-oclusivos e deficiéncia imunolégica (NAOUM, 2000; BANDEIRA et al., 2004), com
participacdo direta dos neutréfilos em ambos os processos, sendo potenciais indutores de
formacao de EROs, estresse oxidativo, obstrucdo vascular e processos inflamatorios.

Salientando a caréncia de dados na literatura referentes a0 envolvimento e
comportamento dos leucdcitos na fisiopatologia da anemia falciforme, este presente estudo
pretende investigar as implicacBes e manifestagdes desta doenca sobre o prisma das células
brancas do sangue, notadamente os neutréfilos, mensurando marcadores inflamatorios e de
estresse oxidativo, bem como essas células podem exercer agcdo moduladora sobre a doenca.
Cumpre ressaltar que a maioria dos estudos a cerca da anemia falciforme toma como objeto
de interesse as hemécias e substancias por elas liberadas, porém os neutrofilos sdo os
leucécitos mais abundantes presentes nas crises falcémicas, considerados também como
células iniciadoras e propagadoras de tais manifestagdes (ALMEIDA, 2011; NUR et al.,
2011), fazendo-se, entéo, Util e de extrema pertinéncia, uma pesguisa sobre 0 comportamento
e modulacdo dos neutréfilos no desenvolvimento das complicacbes da doenca, e para
averiguar se o principa medicamento utilizado em seu tratamento, a hidroxiuréia, exerce
algum efeito citotdxico sobre estas células e como influencia esta modulagdo e os niveis de
marcadores, contribuindo, dessa forma, para ampliar os conhecimentos sobre a doenca em

nossa populacéo e para uma maior compreensdo da sua evolucédo, adicionando informacoes
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proficuas a0 acompanhamento clinico desses pacientes e as estratégias terapéuticas
empreendidas.

A anemia falciforme é uma doenca crbnica, incuravel, embora tratdvel, e que
geralmente traz alto grau de sofrimento aos seus portadores, 0s quals merecem atencéo
especia do ponto de vista médico, genético e psicossocial. Dai sua importancia e a urgéncia
de mais estudos acerca desta temética, uma vez que s6 a partir de uma melhor elucidacéo dos
mecanismos envolvidos nas manifestacdes clinicas apresentadas por esta doenca é que se
podem gerar maiores alternativas de tratamento, um melhor progndéstico e uma qualidade de

vidamais digna e tranquila para estes pacientes e familiares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

@ Investigar marcadores de citotoxicidade, de inflamacdo e de estresse oxidativo em
neutrofilos de pacientes com anemia falciforme, bem como a influéncia do tratamento

com hidroxiuréia nesses par@metros.

3.2 Objetivos especificos

@ Andlisar, de maneira associada, o perfil e caracteristicas hematol dgicas de pacientes

com anemiafalciforme, tratados com hidroxiuréa e ndo tratados.

@ Investigar o efeito do tratamento com hidroxiuréia sobre marcadores de toxicidade em
neutrofilos de pacientes com anemia falciforme, através do teste de excluséo por Azul
de Tripan, LDH e pelo teste do metil tiazol tetrazdlio (MTT).

@ Averiguar o efeito do tratamento com hidroxiuréa sobre marcadores inflamatorios em
neutréfilos de pacientes com anemia falciforme, pela mensuracgéo dos niveis daenzima
MPO e das citocinas TNF-a e IL-10.

@ Investigar o efeito do tratamento com hidroxiuréia sobre marcadores de estresse
oxidativo em neutréfilos de pacientes com anemia falciforme, mensurando os nivels
das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px e do malonaldeido (MDA).

@ Andisar a influéncia da dose de hidroxiuréia sobre o efeito em marcadores de
toxicidade, inflamac8o e estresse oxidativo em neutrofilos de pacientes com anemia

falciforme.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Desenho do estudo

A presente pesguisa enquadra-se na tipologia de estudo observacional, transversal e
analitico, e avaliou, comparativamente, o comportamento de neutréfilos, e substancias por
eles produzidas, de pacientes com anemia falciforme em relacdo a um grupo de individuos

saudaveis, bem como ainfluéncia da hidroxiuréa sobre os mesmos parédmetros.

4.2 Local derealizacao do estudo

A coleta das amostras de sangue periférico dos pacientes fal ciformes que concordaram
em participar do estudo foi redizada no ambulatério de um hospital universitario de
referéncia da cidade de Fortaleza-CE, no periodo de julho de 2011 a dezembro de 2012,
enquanto que, a coleta de sangue dos voluntérios saudaveis foi feita em um hemocentro da
cidade de Fortaleza-CE.

Os experimentos e andlises foram realizados com a colaboracdo do Laboratério de
Toxicologia e Farmacologia Celular e Laboratério de Hemoglobinopatias e Doencas
Genéticas Hematoldgicas da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

4.3 Selecdo daamostra

4.3.1 Populagéo do estudo

A “populagdo avo” para a realizagdo deste estudo, aproximadamente 160 pacientes,
foi congtituida pelatotalidade de portadores de AF cadastrados e atendidos pel os ambul atorios
do setor de hematologia do hospital universitéario e do hemocentro participantes da pesquisa.
Deste universo, foram incluidos no estudo apenas 0s pacientes que consentiram,
voluntariamente, em participar da pesquisa, que leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) e atenderam aos critérios de inclusdo, totalizando
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um numero de 101 (63,1%) pacientes, dos quais, 15 foram provenientes do hemocentro e 86,
do hospital mencionados.

Os pacientes falciformes (n= 101) foram estratificados em dois grupos, segundo 0 uso
ou ndo da HU:

- Grupo SS: formado por 47 (46,5%) pacientes com AF, sem uso de HU.

- Grupo SSHU: formado por 54 (53,5%) pacientes com AF em tratamento com a HU.
Para algumas andlises, o grupo SSHU fora ainda estratificado conforme a posologia do
medicamento para se investigar arelacéo dose-efeito;: SSHU-0,5g (n= 19); SSHU-1g (n= 26)
e SSHU-1-2g (n= 9). A determinacéo da dose de medicamento em cada subgrupo foi
estabel ecida baseando-se nas doses habituais tomadas pel os pacientes, que fazem uso de uma
a quatro capsulas diarias de HU (ou pela média da concentracéo quando a posologia requer
quantidades diferentes em dias alternados), sendo a concentracdo de substancia/capsula igual
a500 mg (0,59).

O grupo controle (Grupo AA), formado por individuos saudaveis, foi composto por
50 voluntarios, selecionados, aleatoriamente, dentre os doadores de sangue do hemocentro
participante, desde gque obedecidos os critérios de inclusdo, proprios para este grupo, e

definidos como a seguir.

4.3.2 Critériosdeinclusio e exclusdo dos pacientes em estudo e grupo controle

Todos os participantes recrutados para o estudo foram esclarecidos em uma entrevista
a respeito dos procedimentos experimentais, objetivos, riscos e beneficios envolvidos na

pesquisa, concordaram e assinaram o TCLE e foram selecionados segundo alguns critérios:

- PACIENTES

Os pacientes (grupos SS e SSHU), de ambos os sexos, deveriam apresentar anemia
falciforme, diagnosticada previamente por exame molecular, possuir idade igual ou superior a
18 anos, estar em estado estacionério da doenca, de acordo com os critérios de Ballas (2012):
auséncia de episodios dolorosos agudos e€/ou doencas intercorrentes, como infeccbes e
inflamacdes, nas quatro semanas precedentes ao estudo; auséncia de admissdes hospitalares
até o terceiro dia apls coleta de sangue, bem como, apresentar auséncia de transfuséo
sanguinea nos quatro meses precedentes ao estudo. Para o grupo SSHU, o tratamento com
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hidroxiuréia consistiu na administracdo de uma dosagem de 15-30 mg/kg/dia, variando de
0,59 a 2g diérias, por pelo menos 3 meses.

Foram tomados como critérios de exclusdo a ndo concordancia e assinatura do TCLE,
pacientes que ndo apresentaram andlises de hemoglobinas confirmatérias do perfil SS por
HPLC ou em cujos prontuarios ndo dispunham de informacfes consistentes quanto ao seu
diagnéstico, tratamento ou acompanhamento clinico, pacientes obesos, tabagistas, etilistas,
gestantes ou com sobrecarga de ferro, presenca de sorologia positiva para HIV-1 e 2, HBV,
HCV ou HTLV-1 e 2, que fizeram uso de anti-inflamatérios, quelante de ferro, vitaminas

antioxidantes ou algum imunossupressor nos ultimos 15 (quinze) dias.

- GRUPO CONTROLE

Neste grupo, foram incluidos individuos adultos, doadores de sangue no hemocentro
que fez parte do estudo, aparentemente saudaveis, de ambos os sexos, com idades e
caracteristicas pareadas aos grupos de pacientes, ndo obesos, ndo fumantes, que ndo faziam
consumo habitual de bebida acdolica ou farmacos, que apresentaram pardmetros
hematol dgicos dentro dos valores referenciais, sem evidéncias de processo infeccioso e/ou
inflamatorio ha pelo menos trés meses e sem alteracdo do perfil eletroforético de hemoglobina
(AA).

Foram excluidos os individuos que ndo concordaram em participar do estudo ou néo

assinaram o TCLE.

4.4 Aspectos éticos

O trabalho de pesquisa foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(COMEPE) da Universidade Federal do Ceard, e aprovado sob protocolo de n° 101/12,
segundo 0s principios e normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salde — Ministério da Salde, Resolucdo n® 196 de 10 de outubro de 1996 e
complementares.

Todos os experimentos foram realizados seguindo as normas de Biosseguranca de
acordo com aLei n°11.105 de 24 de margo de 2005, regulamentada pelo decreto n® 5.591 de
22 de novembro de 2005.
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45 Coletadedados

4.5.1 Informagdes clinicas, hematoldgicas e demogr éficas

Os dados clinicos, hematol 6gicos e demogréficos necessérios para este estudo foram
coletados a partir de entrevista com os pacientes e de busca nos prontuarios médicos dos
mesmos, sendo tais informacdes transferidas para a Ficha Clinica de Pacientes (ANEXO B), e

mantidas em sigilo de pesquisa.

4.5.2 Coleta dasamostras de sangue

Foram coletados 20 mL de sangue periférico por puncdo venosa de cada
participante deste estudo, e imediatamente acondicionados em tubo Falcon contendo igual
volume de anticoagulante (Alsever), homogeneizando em seguida o sangue e reservando-o
em caixa térmica com gelo até a sua manipul acéo.

A coleta do sangue dos pacientes foi realizada mediante a presenca dos mesmos
no ambulat6rio do hospital para consulta/acompanhamento médico e exames laboratoriais de
rotina, enquanto a coleta do sangue dos individuos saudaveis foi realizada no hemocentro em

virtude da presenca destes para a doacdo voluntéria de sangue.

4.6 Andalise das amostras

4.6.1 |solamento de neutr6filos

A obtencdo do isolado de neutrdfilos realizou-se segundo técnica descrita por Henson
(1971) e modificada por Lucisano e Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma
desprezado e a camada de células foi lavada diversas vezes com solucdo salina (0,9% p/v).
Uma solucdo de gelatina 2,5% (p/v) foi adicionada para formar um gradiente de separacéo
entre neutrofilos e demai's componentes sanguineos. As hemécias contaminantes foram lisadas
pela adicdo de uma solucdo lisante de NH4Cl 0,83% (com pH 7,2 a 37°C) e apos ser lavado
com saling, o pellet, formado, predominantemente, de neutréfilos, foi ressuspenso com

solucdo de Hank’s gel (gelatinaa 0,1%).
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Apoés o isolamento, foi quantificado o nimero de neutréfilos obtidos por meio de
diluicdo 1/10 em solucdo de Turk e contados em camara de Neubauer, seguido de ajustes de
populacdo de células pela adicdo de Hank's gel, conforme testes a serem redlizados.
Simultaneamente, laminas de esfregacos foram confeccionadas para se determinar a
porcentagem de neutrofilos presentes na suspensdo, sendo coradas pelo método de May-
Grunwald-Giemsa e visualizadas em microscopia Optica comum de imersdo (aumento de
400x) (Figura 9). Esta metodologia de isolamento de neutréfilos proporcionou a preparacéo
de suspensdes celulares contendo de 85-93% de neutrdfilos, utilizadas nos testes de toxicidade
ou cujos sobrenadantes foram aliquotados e conservados em freezer -80° ate sua utilizagéo.

Todos os ensaios desta pesquisa foram realizados a partir de neutrofilos em estado
basal, buscando conservar, a0 maximo, as mesmas caracteristicas que in vivo no momento da
coleta do material, sem inducdo de qualquer caracteristica clinica da doenca de forma

artificial.

Figura 9. Distensdo da suspencao celular apés isolamento por solucédo de gelatina
a2,5% em salina.
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Fonte: prépia.
Predominio dos leucdcitos neutrofilos segmentados. Coloragéo de May-
Grinwald-Giemsa. Aumento 400X.
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4.6.2 Ensaios detoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade da hidroxiuréa em neutréfilos de pacientes com anemia
falciforme foi realizada através de alguns model os experimentais visando investigar possiveis
efeitos tOxicos deste medicamento sobre a membrana plasmatica, metabolismo e morte
celular.

4.6.2.1 Testedeexclusdo por Azul deTripan

O Azul de Tripan é um corante acido incorporado apenas por células néo viavels,
devido a lesdes na membrana plasmética; sua absorcdo é indicativa de dano irreversivel da
membrana, precedendo a morte celular (MINERVINI; FORNELLI; FLYNN, 2004).

A viabilidade celular foi determinada, de forma preliminar, pelos ensaios de excluséo
por Azul de Tripan a 0,1%, onde, 100pL da suspens3o celular (5 x 10° célulassmL) foram
adicionados a um eppendorf contendo igual volume de uma solucéo do corante e, apds 10
minutos em repouso, os neutréfilos foram contados em uma camara de Neubauer e avaliados
quanto a sua viabilidade, sendo estimada pela contagem de 200 células em microscopia éptica
comum (RENZI et al., 1993).

4.6.2.2 Atividadeda LDH

A LDH é uma enzima citosdlica, assim sua deteccdo no fluido extracelular € um
indicativo de morte ou perda da integridade celular e, na avaliagdo da viabilidade celular,
constitui um dos mais sensiveis métodos empregados como pardmetro de citotoxicidade
(LOPES, 2010).

Neutréfilos de pacientes (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 minutos a
37°C na presenca de solucdo de Hanks (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,2% -controle
positivo). A seguir, os tubos de reacdo foram centrifugados a 755 g, por 10 minutosa4° C, e
0s sobrenadantes transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo para a
determinacao da atividade da enzima LDH, cujalocalizacdo esta no citoplasmadas cdlulas e €
liberada quando ocorre ateracdo da permeabilidade da membrana celular. Esta enzima é
responsavel pela conversdo de piruvato a lactato na presenca de NADH. O ensaio foi

realizado utilizando o Kit LDH (Liquiform) e baseiase na medida do decréscimo da
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absorbancia em 340nm devido a oxidacdo do NADH, a qual é proporciona a atividade da
LDH naamostra. Aliquotas de 250l de substrato (reagente de trabalho) foram acrescidas de
25 pL da amostra de sobrenadante, foi homogeneizada a mistura e realizada a leitura da
absorbancia em 340nm nos tempos 1 e 3 minutos a 37°C, em espectrofotdmetro. A atividade
da enzima LDH foi calculada seguindo-se as especificagdes do fabricante da seguinte
maneira

A= [(A1-A2)/2] x 1746,03

Onde:

A= atividade daenzima LDH naamostraem U/L;
A= absorvanciainicial (1 minuto) em 340nm;
A= absorvanciafina (3 minutos) em 340nm;

1746,03= fator de cal culo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de
254L.

4623 TestedoMTT

E um método colorimétrico para determinar a viabilidade celular e se baseia no
fato do MTT, sa de coloragcdo amarela, ser reduzido pelo sistema enzimético succinato-
tetrazol redutase, que forma parte da cadeia respiratoria da mitocdndria, a um sal, Formazan,
gue possui cor purpura. Assim a auséncia da reducdo do MTT indica uma diminuicdo da
atividade metabdlica celular, ou sgja, naviabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Neutréfilos de pacientes (5 x 10° células/mL) foram incubados por 30 minutos a 37°C
na presenca de Hanks (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,2% -controle citotoxico
positivo) em placa de 96 pocos e atmosfera de CO,. Decorrido esse periodo, a placa foi
centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos a 25°C e o0 sobrenadante descartado. Foi adicionado
uma nova solucdo (150 uL) contendo 10% de MTT, na concentracéo de 10 mg/mL, e estas
células foram incubadas novamente por mais 3 horas, a 37°C. Por fim, a placa foi
centrifugada novamente nas mesmas condic¢des acima, 0 sobrenadante foi descartado e aplaca
permaneceu em estufa, por cerca de 48-72h, para secagem completa. Depois deste tempo, foi
adicionado 150 uL de dimetil suféxido (DMSO) puro para a lise das células e solubilizacdo
do formazan. Neste instante, as placas foram agitadas durante 15 minutos com o auxilio de

um agitador de placas, e a absorvancia aferida em leitor de microplacas a 595nm.
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4.6.3 Ensaios de marcadores deinflamacéao

Mensuracdo de “enzimas inflamatérias’, como a MPO, e citocinas pré6 e anti-
inflamatorias, tais como, TNF-a e IL-10, respectivamente, foram analisados para investigar a
modulagdo e sinalizagdo de rotas inflamatérias pelos neutrdfilos de pacientes com AF, bem
como o papel anti-inflamatdrio daHU nestes pacientes.

4.6.3.1 Atividadeda MPO

A MPO é uma das principais enzimas liberadas pelos granulos azurdfilos dos
neutrofilos, correspondendo a cerca de 5% do total das proteinas destas células e um pouco
mais de 25% das proteinas granulares, fazendo dos neutrdéfilos a principal fonte de MPO, que
pode ser encontrada também nos macréfagos e fluidos biolégicos (saliva, liquido sinovidl,
sémen e outros), bem como no coracdo, rins, pele, figado e placenta. A MPO tem sido
considerada por longo tempo um constituinte chave do arsenal citotoxico neutrofilico, porém
evidéncias recentes tém comprovado a contribui¢do desta hemeproteina para o dano tecidual
durante inflamac&o, incluindo iniciacdo e propagacdo de complicagOes agudas em processos
inflamatérios, com poderosas propriedades pro-inflamatérias, aém das pro-oxidantes
(ROMAN; WENDLAND; POLANCZYK, 2008).

A suspensio de neutréfilos de pacientes falciformes (5,0 x 10° células/mL) foi
centrifugada e o sobrenadante utilizado para a realizacdo do teste em placa de 96 pocos. Aos
50 puL do sobrenadante foi adicionado PBS (100 uL), tampdo fosfato (50 pL) e H2O»
(0,012%) (20 pL). Apos incubar por 5 minutos a 37°C, foi acrescido 20 uL de 3,3',3,5 -
tetrametilbenzidina (TMB 1,5 mM), sendo a reacdo interrompida, apds 3min de incubacdo a
37°C pela adicdo de 30 pL de acetato de sédio (1,5 M; pH 3,0). A 620 nm, a absorbancia foi
determinada e expressa como média+ EPM (DE YOUNG et al., 1989).

4.6.3.2 Determinacdo do TNF-a

O TNF-a é um dos principais mediadores de respostas imunes e inflamatérias agudas e
contribui para o desenvolvimento de varias condi¢des como doencas inflamatorias crénicas e
auto-imunes, podendo agravar as CVO e levar a0 aparecimento de episodios infecciosos e
inflamat6rios na AF (SOUZA, 2007).
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A determinag@o do TNF-a realizou-se por ensaio imunoenzimético utilizando kit de
ELISA comercializado (eBioscience-USA: Human TNF alpha ELISA Ready-Set-Go!). O
procedimento foi realizado conforme orientagdo do fabricante, e todas as amostras
(sobrenadante de 50 x 10° célulaymL) foram testadas no mesmo ensaio apds
descongelamento das amostras até a temperatura ambiente. A leitura foi feita em

espectrofotdmetro de placa a 450 nm e os resultados convertidos a pg/mL por curva padréo.

4.6.3.3 Determinagdo dalL-10

A determinacdo da IL-10 foi possivel pela utilizagdo do kit de ELISA (eBioscience-
USA), tomando 100 pL do sobrenadante de uma populagéo de 5,0 x 10° neutréfilos/mL,
conforme especificacfes do fabricante do kit. Apos leitura da placa a 450 nm, os resultados
foram convertidos a pg/mL utilizando curva padréo.

4.6.4 Ensaios de marcadores de estresse oxidativo

Pacientes com AF sdo frequentemente expostos a um estresse oxidativo devido ao
desequilibrio entre a producdo de EROs e agentes antioxidantes. Os métodos mais utilizados
para afericdo indireta das EROs e, consequentemente, das lesdes oxidativas sd80 0s
espectrofotométricos e cromatométricos, que medem a atividade enzimética eou a
concentragdo de tripeptideos e aldeidos (MDA). A protecdo enzimética contra o estresse
oxidativo baseia-se, quase que exclusivamente, na dismutacéo do anion O2™, redlizada pela
enzima SOD, ou na decomposi¢cdo do H,0,, sendo a GSH-Px uma das principais enzimas
antioxidantes envolvidas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARREIROS; DAVID,;
DAVID, 2006). Dentre as classes de moléculas que podem ser lesadas pelas EROs, o0s
lipideos s@0 0s mais suscetiveis a oxidacdo. A degradacdo dos lipideos de membrana e 0s
produtos finais da peroxidacdo lipidica, como o MDA e outros aldeidos, sGo especiamente
danosos, reduzindo a viabilidade das células. A lipoperoxidagdo de membranas €
habitual mente monitorada pelo método do MDA (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).



62

4.6.4.1 Superoxido dismutase

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em
sua composi¢ao. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD, a forma SOD-cobre-
zinco, que estd presente principamente no citosol, e a SOD-manganés, locaizada
primariamente na mitocdndria. A funcéo desta enzima é acelerar a dismutacéo da principal
ERO, o radical téxico 02", em H,O, e O, (VASCONCELOS et al., 2007).

A medida da atividade da SOD nos neutréfilos de pacientes fal ciformes (sobrenadante
de 5,0 x 10° células/mL) foi determinada utilizando o Kit RANSOD® (RANDOX BRASIL
Ltda) e especificagdes do fabricante. Este método emprega 50 uL da amostra diluida (1:1) e
uma solucdo de xantina (1,7 mL) e xantina oxidase (250 pL) para gerar radicais superdxido,
oS quais reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol (INT) que
forma o composto réseo de formazan. A atividade da superéxido dismutase foi medida
através do grau de inibi¢éo dessa reacdo a 505nm.

4.6.4.2 Glutationa peroxidase

A GSH-Px cadisa a reducdo do H,0O,, e perOxidos organicos, para Seus
correspondentes acoois a custa da conversdo da GSH a GSSG (VASCONCELOS et al.,
2007), e foi determinada utilizando o Kit RANSEL — GLUTATIONA PEROXIDASE
(RANDOX BRASIL Ltda), a partir de 50 uL da amostra de pacientes (sobrenadante de 5,0 x
10° neutréfilosmL). Neste método, a GSH-Px catdisa a oxidacdo da GSH pelo
Hidroperoxido de Cumeno. Na presenca da glutationa redutase e NADPH a Glutationa
oxidada é imediatamente convertida na forma reduzida como uma oxidagdo concomitante da
NADPH a NADP+. A oxidacdo de NADPH foi registrada espectrofotometricamente a 340
nm por 2 minutos, pelo decaimento da absorbancia

4.6.4.3 Malonaldeido

O método mais empregado para determinacdo do MDA em amostras biolégicas é
baseado na sua reacdo com &cido tiobarbitlrico. Nesta reacdo, duas moléculas do acido
reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um cromaéforo réseo,
cujaintensidade € aferida por espectrofotometria (DRAPER; HADLEY , 1990).
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Na determinacdo do MDA, 125 ni. do sobrenadante de uma suspensdo de neutrofilos
(5,0 x 10° célulassmL) de pacientes foram colocados em tubos de vidro e incubados em
banho-maria a 37 °C por uma hora. A seguir, foram adicionados 200 ni. de écido percldrico a
35% para precipitar proteinas existentes, seguido de centrifugacdo a 1400 rpm por 20
minutos. Ao sobrenadante, foram acrescidos 100 L de &cido tiobarbitdrico 1,2% e a mistura
foi incubada a 95-100°C, por 30 minutos, em banho-maria. Apos resfriada, a absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas a 560 nm (DRAPER; HADLEY, 1990).

4.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism 5.0 (USA) e
do SPSS for Windows (Statistic Package for Social Science versdo 19.0), conforme
apropriado. Os resultados foram expressos pela média + erro padréo da média (E.P.M.).
Utilizou-se o teste de Kolmogorov Smirnov para verificar a normalidade dos dados, e a
comparacdo das médias entre os grupos foi feita pela andlise de variancia (ANOV A) seguido
do pés-teste Tukey (para dados com distribuicdo normal) e Teste Kruskal-Wallis, seguido do
pos teste Dunn's Multiple Comparisons (para amostras com distribuicdo anormal). Foi
considerado significante p<0,05 paratodas as andlises.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas demogr &ficas e hematoldgicas dos pacientes do estudo

O perfil demogréfico e clinico-hematol 6gico dos pacientes esta representado na Tabela
1, onde podemos observar ateracdes significativas entre os grupos pelos efeitos benéficos do

uso da hidroxiuréia

Tabela 1. Caracteristicas e detalhes clinicos dos controles e pacientes falciformes em estado
estacionério com e sem terapia de hidroxiureia.

AA (n=50) SS (n=47) SSHU (n=54) p-valor’
M asculino/Feminino 28/22 22/25 27/34
| dade (anos) 34,6 (18; 30; 55) 32 (18; 29; 69) 32,17 (19; 31; 63)
Hemaécias (x 102 /L) 45 (4,2; 44, 5,2) 2,66 (1,77; 2,58; 4,0) 2,61 (1,73; 2,57; 3,82) 0,724
Hemoglobina (g/dL) 135(12,2; 13,4; 15,2) 8,20 (5,57; 7,94; 11,53) 9,21 (5,5; 9,4; 12,4) 0,001
Hematécrito (%) 41 (37; 42; 49) 24,05 (16,9; 23,85; 32,9) 26,40 (17,6; 26,8; 34,3) 0,005
VCM (fL) 87 (79; 85,9; 92,1) 90,8 (74,4; 89,5; 107,6) 101,8 (79,7; 101,2;134,4) <0,001
HCM (pg) 28,9(25,9; 28,5; 31,6) 30,9 (24,4; 30,4; 37,7) 35,5(27,3; 36,2 ; 47,8) <0,001
L eucdcitos (x10%L ) 5,1 (4,2; 4,9; 8,4) 12.29 (5.55; 11.45; 22.10) 9.83 (3.20; 9.12; 19.70) 0,002
Neutr 6filos (%) 47 (39; 43; 51) 59 (41; 54; 85) 49 (31; 47; 72) 0,048
Reticul écitos (x10% pL) ND 272,5(110,9; 254,2; 597,8) 235,4 (110,5; 230,8; 433,3) 0,518
Plaquetas (x 10%/uL) 220 (148; 181; 312) 371 (154; 373; 798) 388,2 (385; 431; 830,4) 0,904
HbF (%) ND 5,6 (0,6; 7,1; 13,8) 15,12 (1,9; 9,5; 38,7) <0,001

AA, individuos saudaveis (controle); SS, pacientes falciformes em estado estacionario que ndo fazem uso de hidroxiuréia;
SSHU, pacientes falciformes em estado estacionario em uso de hidroxiuréa (15-30mg/Kg/d, por pelo menos trés meses);
VCM, volume corpuscular médio; HCM, Hemoglobina corpuscular média; N/D, ndo determinado. Os valores apresentados
(exceto M/F) representam as médias (minimo, mediana, méximo).

(*) Foi realizado o teste Kruskal-Wallis para comparagéo das médias entre os grupos estudados.
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5.2 Avaliacdo da toxicidade da hidroxiuréia em neutréfilos de pacientes com anemia

falciforme

5.2.1 Testedeexclusdo por Azul deTripan

Nos ensaios realizados, a suspensdo celular foi avaliada quanto a sua viabilidade,
obtendo 95,3 +0,33; 93,7 £0,34 € 95,0 +0,42 % de viabilidade para os grupos AA, SS e SSHU,
respectivamente (Tabela 2), quando analisadas pelo teste de Azul de Tripan, evidenciando
uma reducdo significativa no nimero de células viaveis apenas no grupo SS, quando

comparadas com o grupo AA.

Tabela 2. Avaliacdo da toxicidade da hidroxiuréia em neutrofilos de pacientes com anemia
falciforme através da exclusdo pelo corante Azul de Tripan.

Grupos Numero de células (%)
viaveis nao viaveis
AA (n=50) 95,3+0,33 4,7+0,33
SS (n=47) 93,7 0,34 * 6,2+0,35
SSHU (n=54) 95,0 0,42 5,010,42

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram acrescidos a0 Azul de Tripan 0,1% em solucgo salina (V/v), e a seguir
foi realizada a contagem de células, até um total de 200 células em microscopia Optica, diferenciando-as em
viaveis e ndo vidveis. AA: grupo de individuos saudéveis - controle; SS: pacientes falciformes; SSHU: pacientes
falciformes em uso de HU. Os resultados foram expressos como média + E.P.M., * vs controle (p < 0,05 —
ANOVA e Teste de Tukey).
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5.2.2 Avaliacéo da atividade de L DH

A Figura 10 (A e B) mostra os resultados obtidos na avaliacdo de toxicidade em
neutréfilos de pacientes com AF, mensurada pela enzima LDH, onde foi observado que a AF
promoveu um aumento significativo na atividade da LDH (9,33 +0,81 U/L) em relagdo ao
grupo de pacientes sadios (6,62 +0,72 U/L), contudo, esse efeito foi revertido mediante o
tratamento com HU (5,59 +0,37 U/L).

A suspensdo de neutrdéfilos dos grupos AA, SS e SSHU na presenca do Triton X-100
(padrdo citotdxico positivo) mostrou uma citotoxicidade expressiva, revelada pelo aumento
significativo da atividade de LDH (47,83 £2,8;, 47,84 +3,0 e 4959 £32 UIL,
respectivamente), quando comparados aos neutréfilos néo tratados com o Triton X.

A Figura 10 B mostra os valores médios de LDH de acordo com a dose de
medicamento administrada, com médias de 6,93 +0,54; 5,66 +0,61 e 4,27 +0,59 U/L para os
respectivos grupos SSHU-0,5g, SSHU-1g e SSHU-1,5-2g.
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Figura 10. Avaliacdo da toxicidade da HU em neutrofilos de pacientes com AF,

mensurada através da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados ou ndo com Triton X e apds 10 minutos foi determinada a
atividade de LDH. (A) Atividade de LDH por grupos de estudo, AA: grupo de individuos saudaveis (n=27); SS:
pacientes falciformes (n=38); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU (n=41). Basal: células ndo tratadas; Tr
X: Triton X-100 (0,2%, v/v) — padréo citotdxico positivo. (B) Atividade de LDH por dose de HU (SSHU-0,5¢,
n=13; SSHU-1g, n=17; SSHU-1,5-2g, n=9). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. das andlises
realizadas em quadruplicata e em dias diferentes, onde a vs Basal AA; b vs Basal SS; ¢ vs Basal SSHU; d vs Basal
AA; evsBasa SS (p < 0,001 -ANOVA e Teste de Tukey).
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5.2.3 Avaliagdo daviabilidade celular pdloMTT

A viabilidade celular analisada pelo teste do MTT (Figura 11) demonstrou uma
reducéo significativa de células viaveis no grupo SS (35,14 +2,32 % de céulas viaveis)
quando comparado ao grupo AA (57,46 +3,29 % de células viaveis), porém foi evidenciado
um aumento significativo de viabilidade celular no grupo SSHU (50,59 +03,64 % de células
viaveis) ao confrontarmos com o grupo sem terapia com HU.

Os valores médios dos controles citotdxicos positivos (Triton X) realizados para cada
grupo de estudo foram de 14,88 £1,6 (AA); 10,46 £0,9 (SS) e 10,81 +0,8 (SSHU) % de
células vidveis, demonstrando uma diferenca estatisticamente significante em relacdo as
células ndo tratadas com o padrdo positivo.

A Figura 11B mostra os vaores médios de MTT de acordo com a dose de
medicamento administrada, com médias de 35,48 +3,38; 56,62 +6,35 e 50,98 +3,32 % de
células viavels para os respectivos grupos SSHU-0,5g, SSHU-1g e SSHU-1,5-2¢.

Os resultados corroboram com os encontrados para o teste de toxicidade pela
mensuracéo da atividade da enzima LDH apresentados anteriormente, mostrando que a HU
foi capaz de promover uma citoprotecdo aos neutrofilos dos pacientes quando observados por

esses model os de ensaio.
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Figura 11. Avaliacdo da toxicidade da HU em neutrdfilos de pacientes com AF,
mensurada atravésdo testedeMTT.
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Neutréfilos (5x10° células/mL) foram incubados com MTT e avaliados quanto & viabilidade celular. (A)
Viabilidade celular por grupos de estudo, AA: grupo de individuos saudéveis (n=39); SS: pacientes falciformes
(n=20); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU (n=21). Basal: células ndo tratadas; Tr X: Triton X-100
(0,2%, viv) — padréo citotoxico. (B) Viabilidade celular por dose de HU (SSHU-0,5g, n=6; SSHU-1g, n=8;
SSHU-1,5-2g, n=7). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. das andlises realizadas em
guadruplicata e em dias diferentes, onde a vs Basal AA; b vs Basal SS; ¢ vs Basal SSHU; d vs Basal AA; evs
SS; f vs SSHU-0,5g (p < 0,001 — ANOVA e Teste de Tukey).
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5.3 Avaliacdo de marcadores inflamatérios em neutrofilos de pacientes com anemia

falciforme

5.3.1 Mieloperoxidase

A MPO é um importante marcador biolégico de processos inflamatérios, e foi
mensurada em neutréfilos de pacientes com AF em estado estacionario para se investigar a
influénciada HU sobre a liberacdo dessa enzima.

Foram obtidos valores médios de absorbancia de 0,45 +0,05 e 1,08 +0,14 para 0s
grupos AA e SS, respectivamente, mostrando uma significante elevacéo da atividade de MPO
no grupo de pacientes sem tratamento. Os pacientes em uso de HU expressaram média de
0,67 £0,1; 0,64 £0,08 e 0,34 +0,07, para as doses de 0,5g; 1g e 1,5-29g, respectivamente, e
uma reducdo da atividade de MPO em relac&o aos pacientes sem tratamento com HU (Figura
12).

Figura 12. Efeito da HU sobre marcadores de inflamacdo em neutrdfilos de

pacientes com AF, mensurado pela atividade da mieloper oxidase.
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Neutréfilos (5,0 x 10° célulassml- 50 uL/poco de placa) foram incubados com tampdes, H,O, e TMB e a
absorbéancia de sua MPO foi mensurada. AA: grupo de individuos saudéveis (n=30); SS: pacientes falciformes
(n=40); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU (0,5g, n=14; 1g, n=24; 1,5-2g, n=9). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. das andlises redlizadas em triplicata, onde a vs SS; b vs SS (p < 0,001 —
ANOVA e Teste de Tukey).
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5.3.2 TNF-a

O efeito da HU sobre citocinas inflamatorias em neutréfilos de pacientes com AF foi
investigado pela mensuracdo dos nivels de TNF-a e observamos que a HU induz uma reducéo
em seus niveis.

O grupo controle (AA) formado por individuos saudaveis expressou uma média de
4,31 +0,4 pg/mL, enquanto os pacientes com AF mostraram um valor médio de 15,62 +2,4
pg/mL, mostrando uma €elevacdo bastante significativa neste Ultimo grupo. No grupo de
pacientes em uso de HU estratificado segundo as doses, os resultados foram de 8,21 +1,5;
3,77 0,36 e 3,59 +0,39 pg/mL, respectivamente para SSHU-0,5g; SSHU-1g e SSHU-1,5-2g
(Figura 13).

Figura 13. Efeito da HU sobre marcadores de inflamacdo em neutrdfilos de

pacientes com AF, mensurada pelo TNF-a.
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Neutréfilos (5,0 x 10° céulasml- 100 pL de sobrenadante/poco de placa) foram incubados conforme
especificacdes do fabricante do Kit de ELISA (eBioscience-USA) e aleiturarealizada em 450 nm. AA: grupo de
individuos saudéveis (n=23); SS: pacientes faciformes (n=36); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU
(0,59, n=15; 1g, n=17; 1,5-2g, n=9). Os resultados foram expressos como média + E.P.M., onde a vs AA; b vs
SS (p = 0,012 — Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn’s Multiple Comparison).
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5.3.3 IL-10

Os nivels da interleucina anti-inflamatéria I1L-10 foram mensurados por meio de teste
de ELISA, onde observamos uma reducéo significativa no grupo SS (21,21 £2,2 pg/mL) em
relacdo ao grupo AA (37,85 £3,5 pg/mL). Ao compararmos O grupo de pacientes em
tratamento com o grupo sem tratamento, observamos um aumento significante dos niveis de
IL-10 apenas no grupo SSHU-1,5-2g (51,49 +12,1 pg/mL). As médias dos grupos SSHU-0,5g
e SSHU-1g foram de 33,89 £6,5 pg/mL e 30,19 +4,7 pg/mL, respectivamente (Figura 14).

Figura 14. Efeito da HU sobre marcadores de inflamacdo em neutr¢filos de pacientes

com AF, mensurada pelalL-10.
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Neutréfilos (5,0 x 10° célulasml- 100 pL de sobrenadante/poco de placa) foram incubados conforme
especificagdes do fabricante do Kit de ELISA (eBioscience-USA) e leitura realizada em 450 nm. AA: grupo de
individuos saudaveis (n=16); SS: pacientes falciformes (n=32); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU
(0,59, n=10; 1g, n=15; 1,5-2g, n=6). Os resultados foram expressos como média = E.P.M., onde a vs AA; b vs
SS (p= 0,002 — Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn’s M ultiple Comparison).
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5.4 Avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo em neutrofilos de pacientes com

anemia falciforme

5.4.1 Superoxido dismutase

Os pacientes com AF também foram investigados quanto a liberacdo da enzima SOD
em seus neutréfilos e ainfluéncia da HU sobre essa liberaggo.

Valores médios de 498,7 £33 U/L (AA); 291 +20 U/L (SS); 358 +27,5 U/L (SSHU-
0,59); 418,3 £35,1 U/L (SSHU-19) e 542,6 +82,1 U/L (SSHU-1,5-2g) demonstraram reducdo
significante dos niveis da enzima SOD no grupo SS em relacdo ao grupo AA, e uma elevacdo
estati sticamente significante nos grupos SSHU-0,59 e SSHU-1,5-2g quando comparados ao

grupo sem tratamento (Figura 15).

Figura 15. Efeito da HU sobre marcadores de estresse oxidativo em neutréfilos de

pacientes com AF, pela mensuracdo da enzima SOD.
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Neutréfilos (5,0 x 10° células/ml- 50 uL de sobrenadante) foram incubados com solugéo de xantina e xantina
oxidase para formagdo do composto réseo de formazan. A atividade da superéxido dismutase foi medida através
do grau de inibicdo dessa reacdo a 505nm. AA: grupo de individuos saudaveis (n=29); SS. pacientes falciformes
(n=36); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU (0,5g, n=14; 1g, n=23; 1,5-2g, n=9). Os resultados foram
expressos como média+ E.P.M., ondeavs AA; b vs SS (p<0,001 — ANOVA e teste de Tukey).
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5.4.2 Glutationa peroxidase

A Figura 16 mostra a determinagcdo da GSH-Px nos grupos de estudo, onde foi
observada uma reducdo significativa da atividade da enzima no grupo SS (191,4 +6,4 U/L)
em relacdo ao grupo AA (235,7 £8,8 U/L), bem como uma elevacdo no grupo SSHU-1,5-2g
(242,5 £14,2 U/L) gquando comparado com o grupo sem tratamento com HU (SS).

As médias de GSH-Px nos outros pacientes que faziam uso de HU foram de 216 +16,9
U/L e 229,7 +12,5 U/L, para as respectivas doses de 0,59 e 1g.

Figura 16. Efeito da HU sobre marcadores de estresse oxidativo em neutrdéfilos de

pacientes com AF, pela mensuracdo da enzima GSH-Px.
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Niveis de GSH-Px foram mensurados em Neutréfilos (5,0 x 10° células/ml- 50 pL de sobrenadante) pela reducéo
de H,0, a custa da conversdo da GSH a GSSG, na presenca de NADPH, cuja oxidacdo foi registrada pelo
decaimento da absorbancia a 340 nm. AA: grupo de individuos saudaveis (n=30); SS. pacientes falciformes
(n=42); SSHU: pacientes falciformes em uso de HU (0,59, n=13; 1g, n=23; 1,5-2g, n=9). Os resultados foram
expressos como média+ E.P.M., ondea vs AA; b vs SS (p=0,004 — ANOVA e teste de Tukey).
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5.4.3 Malonaldeido

A Figura 17 representa as médias dos niveis de produtos de peroxidacdo lipidica,
mensurados pelo teste do MDA, a partir da reagdo com o acido tiobarbitdrico com formacéo
de sais de cor résea, onde observamos um aumento significante nos grupos SS (13,15 +1,17
uM), SSHU-0,59g (8,15 £1,32 uM) e SSHU-1g (7,73 £0,88 uM) quando comparados ao grupo
AA (3,46 0,40 uM), e uma reducdo estatisticamente significante no grupo SSHU-1,5-2¢g
(5,27 £0,84 uM) em relacédo ao grupo SS.

Figura 17. Efeito da HU sobre marcadores de estresse oxidativo em neutréfilos de

pacientes com AF, pela mensuracdo do MDA.
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A partir de 125 ni. do sobrenadante de neutréfilos (5,0 x 10° célulasmL), moléculas de MDA reagiram
estequiometricamente com &cido tiobarbitdrico para formar um croméforo réseo, cuja intensidade foi aferida a
560 nm. AA: grupo de individuos saudaveis (n=29); SS. pacientes falciformes (n=38); SSHU: pacientes
falciformes em uso de HU (0,59, n=14; 1g, n=22; 1,5-2g, n=9). Os resultados foram expressos como média £
E.P.M.,ondeavsAA; b vs SS (p<0,001 — ANOVA e teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, podemos observar que a AF cursa com graves alteracoes
hematol 4gicas, quando comparados os val ores médios hematol 4gicos dos pacientes com os de
individuos saudéaveis, demonstrando que os pacientes portadores da doenca apresentam um
guadro anémico critico e permanente. Evidenciamos uma melhora significativa dos valores
hematol 6gicos no grupo que estava fazendo uso da HU quando comparado ao grupo sem
tratamento, representada por uma elevacdo da concentracdo da taxa de hemoglobina,
hematdcrito e VCM, bem como um decaimento do nimero de reticul citos e um aumento de
270% na concentracdo da HbF, sugerindo que o medicamento gerou uma protegdo contra o
fenbmeno de falcizacdo das hemacias, com consequente reducdo do processo de hemdlise e
anemia. Estes dados corroboram com os encontrados em aguns estudos, os quais tém
reportado a eficdcia da HU em portadores de AF por conduzir a melhora clinica e
hematoldgica pela reducéo da incidéncia de episddios vaso-oclusivos, principalmente pelos
seus efeitos multiplos sobre a linhagem eritrocitéria, isto €, por promover elevacdo no nivel de
HbF em cerca de 60% dos pacientes tratados, elevar a taxa de hemoglobina, do volume
corpuscular médio (VCM) e reduzir o niumero de reticulécitos (KINNEY et al., 1999;
COVASet al., 2004; SILVA et al., 2006).

Da mesma forma, observamos uma reducdo no numero de leucécitos totais e de
neutrofilos entre os pacientes do grupo em tratamento em relacéo aos que ndo faziam uso da
HU, confirmando os relatos na literatura (CHIANG et al., 2007; CANCADO et al., 2009;
WARE; AYGUN, 2009) sobre a acdo indutora da HU na reducéo do nimero de leucdécitos
circulantes, e, consequentemente, reducdo de processos vaso-oclusivos e inflamatorios.

Lanzkron et al. (2008), em um estudo sobre o consenso do uso de HU em pacientes
adultos com AF, notaram que os niveis de hemoglobina foram mais atos no grupo que
recebeu a HU no tratamento. O mesmo aconteceu com os niveis de HbF, e o nimero médio de
crises dgicas foi 44% mais baixo do que do grupo controle (pacientes ndo tratados com HU).
As internactes e outras eventuais complicaces também cairam de forma significativa.

Atualmente, a HU é o Unico medicamento aprovado pelo FDA norte americano, com
comprovada acdo de modificar 0 processo da doengca, melhorando os parametros
hematoldgicos e a diminuicdo de necessidade de transfusdo sanguinea ou hospitalizacéo
(CANCADO et al., 2009; VARGAS, 2009; PALLIS, 2011), principalmente, por elevar a
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concentracdo de HbF nas hemécias, inibindo, assim, a polimerizacdo da HbS e subsequentes
eventos decorrentes, como os episddios de dores articulares, AVCs, STA, infartos
pulmonares, CVOs, dentre outros (WANG et al., 2011). Embora a HU sgja conhecida por
inibir a sintese de DNA via inativacdo da enzima ribonucleotideo redutase, o que leva a uma
ateracdo na cinética da proliferacéo eritréide e producéo de mais células com caracteristicas
fetais, Células F, que estimulam diretamente a sintese de HbF e inibem a sintese de novas
moléculas de HbS (FRANCO et al., 2006), existem relatos que sugerem que a HU, tanto in
vitro quanto in vivo, é capaz de produzir moléculas de NO e aumentar a sua
biodisponibilidade na circulagdo de pacientes falcémicos, favorecendo a vasodilatacdo e
reprimindo a atividade de moléculas de adesdo e formacdo de radicais livres (COKIC et al.,
2003; KING, 2004), dém de induzir a expressdo de g-globina em progenitores de células
eritréides através da ativacdo da via dependente de guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
(COKIC et al., 2003).

Entretanto, sabe-se que as hemécias ndo sdo as Unicas células sanguineas circulantes
envolvidas na AF, e ha evidéncias que indicam que os beneficios da HU na AF podem ser
independentes de suas propriedades indutoras de HbF. Uma reducdo na contagem de
leucdcitos, sobretudo neutréfilos, muitas vezes, antecede o aumento dos niveis de HbF
(CHARACHE et al., 1996; CANCADO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2011) e promove uma
melhora clinica das manifestacbes da doenca, mesmo na auséncia de elevacdo da HbF,
sugerindo tanto a participacdo direta dessas células na fisiopatologia da AF, como a acéo da
HU na regulacéo da liberacéo e ativaco dos neutrofilos (CANCADO et al., 2009; WARE;
AYGUN, 2009). Uma contagem elevada no niumero de neutréfilos em pacientes com AF,
normamente, esta relacionada a um aumento da gravidade e risco de morte prematura, e
segundo Charache (1997) e Benkerrou et al. (2002), o decréscimo da contagem de neutréfilos
no sangue periférico é o par@metro bioldgico mais fortemente relacionado com o efeito
benéfico da HU, sugerindo que os neutréfilos possam ser um avo preferencia do
medicamento. No entanto, h& poucos relatos na literatura de estudos relacionados a influéncia
da HU sobre neutréfilos de pacientes com AF, e ainda pouco se sabe sobre 0os mecanismos de
acao e seus efeitos, principalmente, no que diz respeito a citotoxicidade e lesdo celular, e na
funcionalidade e liberacdo de marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo por essas
células.

Em nosso estudo, avaliamos a possibilidade da HU causar danos na estrutura de

neutrofilos de pacientes com AF através de al guns ensaios visando investigar possiveis efeitos
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toxicos deste medicamento sobre a membrana plasmética e metabolismo celular. Nesse
contexto, foram empregados alguns model os experimentais como o teste de excluséo por Azul
de Tripan, LDH e MTT.

O ensaio de viabilidade celular pelo corante Azul de Tripan em neutrofilos de
pacientes com AF permitiu diferenciar células viaveis (ndo coradas) de células ndo vidvels
(coradas de azul) antes da realizacdo de todos os testes, e constitui um ensaio preliminar na
avaliacdo da citotoxicidade de uma droga teste, sendo capaz de distinguir as células viaveis,
impermeavels ao corante &cido Azul de Tripan, daguelas permeaveis ao corante. Esta Ultima
condicdo constitui um forte indicativo de dano a membrana plasmética que culmina na morte
celular (HYNES et al., 2003; MINERVINI; FORNELLI; FLYNN, 2004).

O Azul de Tripan é um corante de exclusdo incorporado apenas por células
permeabilizadas devido a lesbes na membrana plasmética. Ap6s a entrada na célula, o corante
atravessa o invélucro nuclear e acaba por se localizar nos nucleos, que ficam corados de azul
(HYNES et al., 2003; MINERVINI; FORNELLI; FLYNN, 2004; LOPES, 2010). No presente
estudo, houve diferenca significativa (p< 0,05) quanto a viabilidade dos neutréfilos apenas
nos grupos AA e SS, sugerindo dano ou fragilidade na permeabilidade membranar de
neutréfilos de pacientes com AF. N&o foi observada diferenca estatistica entre o grupo SSHU
e 0s grupos AA e SS, indicando que a HU ndo causou reducdo de células viaveis no grupo de
pacientes em tratamento, tendo valores bastante préximos aos do controle, e, portanto, ndo é
citotoxica a neutrofilos nesse model o de teste.

Ainda na mesma linha de investigacdo, a medida da atividade da LDH, enzima
presente no citoplasma celular, constitui num marcador de membrana integra com
sensibilidade consideravel (LOPES, 2010). Os grupos tratados com o padréo citotoxico
(Triton X-100) apresentaram atividade de LDH significantemente elevada em relagéo aos
grupos ndo tratados (p<0,0001), e, no presente estudo, observamos que 0 grupo de pacientes
SS apresentou uma alteracdo naintegridade celular de seus neutréfilos quando comparados ao
grupo controle formado de individuos saudaveis, demonstrada pela elevacéo significativa da
atividade da enzima (p= 0,011), indicando dano de membrana citoplasmatica, com
consequente aumento da liberacdo de LDH para o meio externo. Dados semelhantes séo
encontrados em estudos com heméacias de pacientes falciformes, onde se observa um aumento
no nivel plasmético de LDH em pacientes quando comparados a individuos saudaveis (KATO
et al., 2006; CANCADO et al., 2009), e esta elevacdo da enzima esté positivamente associada

a0 aumento de risco dos pacientes virem a sofrer de priapismo, hipertensdo pulmonar, Ulceras
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cutaneas em membros inferiores, resisténcia a0 NO ou mesmo morte precoce (KATO et al.,
2006; STEINBERG, 2008; REES; GIBSON, 2011).

Nenhuma ateracéo significante no nivel de atividade de LDH foi observada entre os
pacientes em uso de HU quando comparados aos individuos saudaveis (p>0,05), porém, ao
compararmos agueles com os pacientes sem tratamento, observamos uma reducéo de 41,01%
no nivel de LDH (p< 0,001), sugerindo que, nas condi¢cdes deste experimento, a HU, néo
somente, ndo exerceu efeito citotoxico nos neutrofilos dos pacientes, como também,
promoveu um efeito citoprotetor a estas células, com reducéo de 10,9% do nivel de LDH em
relacdo aos individuos saudaveis do grupo controle. Os resultados confirmam agueles
encontrados pela contagem celular utilizando o corante Azul de Tripan.

A LDH é uma enzima citosdlica, sendo assim, sua detec¢do no fluido extracelular é
um indicativo de morte ou perda da integridade e, na avaliacdo da viabilidade celular,
constitui num dos métodos mais sensiveis e de facil execucdo (LOPES, 2010).

Estudos anteriores relatam que niveis plasméticos de LDH estdo significativamente
mais elevados em pacientes com AF quando comparados a grupos controles formados por
individuos saudaveis, sugerindo o uso da quantificacdo da enzima como paréametro de
hemdlise, ja que se trata de uma enzima citoplasmética, liberada em decorréncia de alteracdo
da permeabilidade ou lise da membrana celular (KATO et al., 2006; STEINBERG, 2008).
Uma vez que a HU esta envolvida no aumento da HbF e, consequentemente, na reducéo da
polimerizacdo da HbS e das CVOs e hemdlise, niveis plasmaticos mais baixos de LDH séo
encontrados em pacientes que fazem uso de terapia de HU em relagdo aos pacientes que nao
fazem uso do medicamento (STEINBERG, 2008; SILVA et al., 2009), corroborando com 0s
dados observados neste estudo.

Cartron e Elion (2008), discutindo as CVOs como sendo de fisiopatologia complexa,
multifatoriais e dando importancia as interacdes intercelulares mediadas pelas moléculas de
adesdo presentes nas células sanguineas e endoteliais, descreveram que aterapiacom HU leva
a diminuicdo da adesividade celular com consequente diminuicdo dos processos vaso-
oclusivos e morte celular, e isso seria um fator preponderante para uma reducéo dos niveis de
LDH naAF.

NGs nos propusemos a analisar cada parametro deste estudo conforme a posologia da
HU administrada no grupo de pacientes em tratamento, segundo estratificacdo deste grupo ja
mencionada, e pudemos observar uma relacdo inversamente proporciona quanto a dose de

medicamento e nivel de LDH liberado, indicando gque os pacientes que fizeram uso de uma
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quantidade maior da substancia obtiveram uma maior protecdo contra o dano celular,
representado pela deteccdo de niveis mais baixos da enzima, sendo encontrado um valor de
p= 0,04 entre os subgrupos SSHU-0,5g e SSHU-1,5-2¢.

A influéncia do tempo de tratamento com HU e sua associacdo com marcadores e
metabolismo celular ndo foi investigada neste estudo devido a informacdes inconsi stentes ou
controversas nos prontuarios dos pacientes, impossibilitando uma analise mais acurada e
fidedigna, mas acreditamos que sgja de grande importancia e que estudos posteriores venham
a contemplar esses dados.

Varios ensaios in vitro podem ser empregados na avaliagdo do potencia citotdxico de
substancias quimicas pela mensuracdo de diversos parametros que vao desde a contagem
direta de células as medidas da integridade da membrana e da atividade metabdlica celular. A
medida da funcdo metabdlica celular pode ser investigada determinando o nivel de ATP ou a
atividade mitocondrial, esta investigada em nosso estudo através do testedo MTT.

Pela andlise do teste do MTT, observamos uma reducdo significante na viabilidade
celular entre as células tratadas com Triton X-100 (controle citotéxico positivo) e as células
basais (sem tratamento) em cada grupo de individuos do estudo (p<0,0001). Demonstramos
que a propria doenca, representada pelo grupo SS, adtera o metabolismo celular dos
neutréfilos quando comparados aos individuos saudaveis (AA), reduzindo o nimero de
células viavels nesse modelo de ensaio (p<0,001).

A auséncia de alteracdes significantes (p> 0,05) entre o grupo saudavel (controle) e
pacientes em tratamento, bem como a significancia estatistica observada ao compararmos 0s
pacientes com e sem tratamento (p=0,002) corroboram com os resultados encontrados no teste
de toxicidade pela mensuracdo da LDH e sugerem auséncia de toxicidade sobre o
metabolismo celular, particularmente relacionado a atividade da enzima mitocondrial
succinato desidrogenase.

Em um estudo realizado para se andisar a toxicidade mitocondrial direta de alguns
medicamentos antirretrovirais, foi visto que a HU isoladamente ndo alterou a funcionalidade
mitocondria celular, apesar de inibir a divisdo celular, 0 que € consistente com 0s seus ja
conhecidos efeitos citostaticos. No entanto, segundo o autor do estudo, a combinacéo daHU e
alguns medicamentos antirretrovirais podem induzir a uma elevacdo da citotoxicidade
mitocondrial, 0 que pode ser atribuido devido ao efeito citostatico da HU e a capacidade que

elatem de aumentar a concentrago relativa de outras substancias e ao fato de que a disfuncéo
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mitocondrial torna-se evidente quando a producéo de ATP diminui abaixo de certo limiar, o
que poderiater sido causado pelo sinergismo das drogas em teste (FOLI et al., 2001).

Em relagéo ao teste do MTT por dose de medicamento administrado, observamos uma
associacdo dose-efeito positiva, e assm como no teste do LDH, podemos supor, pelas
observacOes e condigdes aqui realizadas, que concentragdes mais elevadas do medicamento
estdo relacionadas a uma melhor resposta do paciente ao tratamento no que diz respeito a
protecao de sua viabilidade celular, sem, no entanto, deixar de observar e monitorar a resposta
individual e a DMT de cada paciente a fim de se obter a dose mais adequada, capaz de
promover melhora do curso clinico da doenca, 0 mais proeminente possivel, sem a ocorréncia
de toxicidade hematoldgica, hepatica, rena ou gastrointestina (LANZKRON et al., 2008;
STROUSE et al., 2008).

De Montalembert (2008) discute em seu trabalho que a HU € a Unica droga que
demonstrou eficacia na prevencao de recidivas de crises dolorosas, crises torécicas agudas e
na reducdo das necessidades transfusionais em pacientes com AF. Descreve ainda, que esta
resposta foi varidvel na Franca e que as criangas geramente experimentavam melhoras mais
significativas do que adultos. Expde as incertezas quanto a alteractes na fertilidade com o uso
do medicamento em longo prazo e afirma que os beneficios advindos do uso da HU superam
os possiveis efeitos de mielotoxicidade, os quais podem ser facilmente monitorados e
corrigidos pela suspensao do medicamento.

Segundo alguns pesquisadores, a HU € um medicamento com alto potencial biologico
e antineoplasico e que, por limitar a sintese de DNA em progenitores celulares, pode também
promover efeitos colaterais como citotoxicidade e mielossupressdo (FLANAGAN et al.,
2010; SANTOS et al., 2011). Entretanto, as evidéncias que demonstram que a HU é capaz de
induzir leucemia ou outras malignidades em pacientes com AF em tratamento com este
medicamento ainda permanecem conflitantes e controversas, da mesma forma em que a
questdo de sua eficacia e segurancga, em longo prazo, ainda ndo esta completamente definida,
com alguns estudos atribuindo que a HU é genotodxica, com agdo clastogénica e teratogénica,
enguanto outros sugerindo que a mesma possui baixa mutagenicidade in vivo, com frequéncia
de ateracOes cromossdmicas semelhantes as encontradas nos individuos saudaveis utilizados
como grupo controle (HANFT et al., 2000; DE LIMA et al., 2003; FRIEDRISCH et al.,
2008; STEINBERG et al., 2010).

Pelizaro et al. (2012) relatam que, embora este medicamento tenha respostas positivas,

alguns aspectos do tratamento permanecem obscuros, incluindo dosagem ideal, tempo de uso,
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idade do paciente, dentre outros. Tais questionamentos também sdo encontrados em outros
estudos, onde se afirma que o efeito na metilacdo do DNA, atribuido a HU, pode depender da
concentracdo da droga, tempo de exposicdo e linhagem celular analisada, ou mesmo da
resposta individual de cada paciente (FYRBERG et al., 2011). No entanto, ainda ha poucos
dados na literatura referentes a estes levantamentos, visto que se trata de uma droga que
somente ha pouco mais de 25 anos foi introduzida oficialmente no tratamento de pacientes
com AF, sendo que, no Brasil, isto s6 aconteceu na década passada, e apesar de vir sendo
utilizada com bons resultados, promovendo uma alteracéo e regulacéo do estado inflamatorio
e hemolitico, dém de uma consideravel melhora no quadro clinico geral e progndstico do
paciente, mais estudos a cerca da quest&o seguranca sao essenciais.

Os pacientes com AF encontram-se em estado inflamatorio permanente, sob estimulos
diversos e constantes (CHIES; NARDI, 2001). Crescentes evidéncias indicam que fatores
inflamatérios dentro da microcirculacdo podem desempenhar um papel significativo na vaso-
oclusdo, que é caracteristicada AF (LANARO et al., 2009).

Apesar das evidéncias do envolvimento primordial dos neutréfilos na modulagdo
clinica e nos aspectos fisiopatol 6gicos da doenca, 0 mecanismo pelo qual o nimero dessas
células esta aumentado nos pacientes permanece ndo completamente elucidado, embora
dteracbes na producdo de citocinas de leucdcitos sgjam sugeridas como importantes
participantes desse fendbmeno (CONRAN et al., 2007b). Além disso, o efeito da terapia com
HU sobre a liberacdo de mediadores inflamatérios e citocinas pré e anti-inflamatérias ndo é
bem compreendido e uma investigacdo nesses parametros pode ajudar a esclarecer a
patogénese da doenca e suas complicactes e auxiliar na avaliacdo da gravidade e progndstico.

Ao avaliarmos os niveis dos marcadores inflamatérios pela mensuragdo da MPO e
TNF-a nos grupos em estudo, observamos uma elevacao significativa (p < 0,001 paraMPO, e
p= 0,001 para TNF-a) no grupo de pacientes SS em relacdo aos individuos do grupo AA, bem
como uma reducdo nos niveis desses marcadores no grupo de pacientes em tratamento com
HU (SSHU), quando comparado ao grupo sem tratamento, sugerindo que tanto a MPO como
TNF-a sdo importantes mediadores inflamatérios presentes em varios dos processos que
culminam na vaso-oclusdo, injuriatissular e formacéo de EROs na AF, e que a HU age como
um importante anti-inflamatério, promovendo uma reducdo nos niveis e atividades desses
marcadores. Em ambos os ensaios, observamos que as concentragcdes de 1g e 1,5-2g de

medicamento promoveram uma maior reducdo nos niveis dos marcadores, mostrando uma
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tendéncia que doses mais elevadas de HU estdo associadas a niveis mais baixos de MPO e
TNF-a, quando analisados nas condicdes apresentadas.

Em um estudo recente, realizado a partir de neutréfilos isolados, foi observado um
discreto aumento da atividade da MPO em relacdo aos controles saudaveis e os autores
sugerem que 0 aumento do estresse oxidativo em neutréfilos de pacientes falciformes sgja
devido a0 aumento da geracdo de peréxidos e ONOO intracelulares (ASLAN; CANATAN,
2008). Estudos anteriores (KINNEY et al., 1999; SALEH; HILLEN; DUITS, 1999)
demonstraram o efeito da HU sobre a atividade da MPO em pacientes com AF, sendo relatada
uma reducdo significativa dos niveis de MPO, mesmo nha auséncia de uma diminui¢do do
nimero de leucdcitos, o que implica que a HU também induz uma diminuicdo da atividade
dos neutrofilos, e tal acdo pode gjudar a atenuar a fase de propagacéo de uma CVO.

Sabe-se que, em situagcdes normais, a MPO exerce uma funcgéo primordial no processo
de defesa do organismo ao reagir com moléculas de H,O, e formar o écido hipocloroso, um
potente agente oxidante com atividade antimicrobiana (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). No entanto, em situagOes de intensa ativagdo celular como acontece na AF, ocorre o
excesso de atividade da MPO, o que pode ser bastante prejudicial. A geracdo excessiva de
oxidantes pela MPO esta ligada a0 dano tecidual em muitas doencas, especialmente aquelas
caracterizadas pela inflamac&o aguda e crénica. A producéo exacerbada de HOCI pode ativar
o fator nuclear-xB (NF- kB) e fosforilar residuos de tirosinas nas células B e T, levando a um
aumento na producdo de TNF-a, bem como reagir com lipoproteinas ocasionando uma
peroxidacdo lipidica e aumento da permeabilidade de membranas, contribuindo para a
iniciacdo e manutencdo de processos inflamatérios crénicos e lesbes oxidativas (WOOD;
GRANGER, 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Dados semel hantes aos nossos foram encontrados em alguns estudos (BUCHANAN et
al., 2004; CONRAN et al., 2007a; LANARO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2011)
demonstrando uma elevacdo significativa no nivel plasméico de TNF-o em pacientes
falciformes sem tratamento quando comparados a individuos saudavels e a pacientes em
terapiacom HU.

Os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para os sitios de inflamagao,
ndo somente pela quimiotaxia induzida pela IL-8 (KOBAY ASHI, 2008), como também, por
estimulos gerados pelo TNF-a (e IL-1), os quais tém sido demonstrados por iniciar a adesdo
de leucOcitos as paredes dos vasos sanguineos, inicialmente os neutrofilos e,

subsequentemente, os mondcitos e linfocitos (MIGUEL, 2010). Na AF, o TNF-a é
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responsavel por promover o aumento das interagdes heméacias-leucocitos (TURHAN et al.,
2004) e alteracBes no fendmeno da apoptose neutrofilica, com liberacdo de seu contetido
celular de forma ndo controlada (LUO; LOISON, 2008; ALMEIDA et al., 2011), dando
suporte para a hipétese de que esta molécula inflamatéria aém de aumentar as propriedades
adesivas dos neutrofilos de pacientes com AF, pode interferir no tempo de vida celular e na
liberac&o de outros mediadores, contribuindo, portanto, com o desenvolvimento dos processos
inflamatorios, vaso-oclusivos e gravidade da doenca. Hedo et al. (2009) afirmam que o TNF-
a pode ainda ativar os hepatécitos a sintetizarem proteinas de fase aguda, que também se
encontram elevadas na AF, enquanto Abbas e Lichtman (2005) declaram que esta citocina
promove a ativacdo de proteinas do sistema de coagulacdo, aterando a atividade pro e
anticoagul ante nos pacientes.

Ainda na mesma linha de investigacdo, a IL-10, importante citocina anti-inflamatéria
em humanos, também se mostra envolvida na regulacdo dos processos inflamatérios e de
imunidade na AF. Em nosso estudo, os pacientes sem tratamento (SS), e em estado
estaciondrio, apresentaram niveis significantemente mais baixos quando comparados aos
individuos saudavels, ou mesmo quando relacionados aos pacientes em tratamento com HU.
Valores reduzidos também foram observados no grupo em tratamento ( nas doses de 0,59 e
1g) quando comparado ao controle saudavel, porém, sem significancia estatistica.

Na literatura, ndo foi evidenciado um consenso sobre os niveis de IL-10 na AF, e os
casos reportados tratavam-se de dosagens plasmaticas expressando valores elevados (VEIGA
et al., 2012) ou sem diferenca significante (LANARO et al., 2009) quando comparados
pacientes e individuos saudaveis. Neste Ultimo estudo também foi observado um aumento
significativo de IL-10 no grupo de pacientes em uso de HU (20-30mg/Kg/dia) quando feito
pareamento com 0 grupo de pacientes sem tratamento, e 0s autores também demonstraram
uma elevacdo significativa na expressao de genes que codificam mRNA para sintese de IL-10
em neutrofilos, mas ndo em mondcitos, de pacientes em tratamento com HU. Uma correlacéo
positiva e significativa entre a concentracéo de HbF e a expressdo desses genes também foi
visualizada, levando-nos a supor que a HU e HbF podem ter um papel importante no aumento
da IL-10 anti-inflamatoria.

Sabe-se que a IL-10 é antagonista de diversas citocinas inflamatorias, tais como TNF-
a, IL-1, IL-6 e IL-8 (MARQUES; CIZZA; STERNBERG, 2007), e aém de inibir a producéo
dessas citocinas, também pode suprimir a inflamacdo por varios outros mecanismos

imunoregulatérios, tais como, reducéo da expressdo de HLA classe I, por reprimir efeitos
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biol6gicos do interferon-gama (IFN-v); das citocinas produzidas por neutréfilos e células NK
e atenuar a expressdo dos receptores de necrose tumoral na circulagéo sistémica e inibir a
atividade das célul as apresentadoras de antigenos (KANG; ALLEN, 2005).

Lanaro et al.(2009) relatam que as ateracdes nos niveis de citocinas e outros
marcadores inflamatérios na AF, bem como o efeito e mecanismo de acdo da HU sobre esses
mediadores permanecem conflitantes e inconclusivos. Vae ressatar que as citocinas
envolvidas no processo da inflamagéo e oclusdo vascular sGo produzidas e liberadas por
diversos tipos celulares, havendo necessidade, portanto, de estudos mais detalhados e
especificos para se compreender melhor a participacdo de cada componente celular na
fisiopatol ogia da doenca e como esses componentes respondem ao tratamento com HU. Outro
ponto de relevancia que deve ser apreciado é o acompanhamento e monitoramento clinico
individual a cada paciente, visto que a HU produz alteracOes importantes no sistema imune-
inflamatério do paciente, e um efeito exarcebado desse medicamento pode comprometer a
defesa e homeostase do organismo.

Analisando os marcadores de estresse oxidativo gerados por neutréfilos de pacientes
com AF, observamos uma alteragdo em seus nivels quando comparados aos individuos
saudavels do grupo controle. Evidenciamos uma reducdo significativa das enzimas
antioxidantes SOD e GSH-Px, bem como uma elevacdo de cerca de 360% nos niveis de
MDA, indicando que pode existir uma producdo/liberacdo deficiente ou insuficiente de
agentes antioxidantes, o que acarretaria em um aumento de agentes oxidantes, incluindo
EROs e ERNSs, especiamente os peroxidos, e agravamento dos danos vascul ares e tissulares.

Ao confrontarmos o0s pacientes com e sem uso de HU, constatamos que o uso do
medicamento possui 0 beneficio de reduzir o estresse oxidativo na AF pelaretomada de nivels
de enzimas antioxidantes, compativeis com os encontrados no grupo controle, destacando,
assim como nos testes anteriores, resultados mais expressivos entre 0s pacientes com doses
mais altas.

A AF é caracterizada por estresse oxidativo cronico decorrente de um desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas e a atividade de enzimas antioxidantes. No entanto, os
poucos estudos que tém avaliado a atividade de enzimas antioxidantes em pacientes com AF
(ou em camundongos geneticamente alterados) produziram resultados conflitantes em relacéo
aos niveis de SOD e GSH-Px (NATTA; CHEN; CHOW, 1990; RUSANOVA et al., 2010).

Dados semel hantes aos nossos foram encontrados por Cho et al. (2010) demonstrando

nivels reduzidos de SOD e GSH-Px em hemacias de pacientes falciformes e uma elevacéo
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desses valores no grupo de pacientes tratados com HU, e por Rusanova et al. (2010) que
relataram um aumento significativo de produtos de peroxidacdo lipidica em heméacias de
pacientes e uma reducéo da enzima SOD, porém os niveis de GSH-Px estavam elevados em
relacdo ao grupo controle e ndo foram utilizados parémetros com pacientes em uso de HU.

Segundo Amer et al. (2005), o estresse oxidativo observado na AF torna as hemécias,
leucdcitos e plaguetas dos pacientes mais susceptiveis a acdo de outras EROs enddgenas,
provocando situagbes que vao desde danos localizados a complicagcOes generalizadas. As
membranas das hemacias, por exemplo, apresentam elevada peroxidacdo lipidica que, quando
associada a deficiéncia de agentes antioxidantes, contribui para o processo de falcizacdo, com
formacao de células mais rigidas e hemdlise vascular (ASLAN; FREEMAN, 2007; ASLAN;
CANATAN, 2008). Da mesma forma, a ativacdo plaguetéria que caracteriza a AF como
sendo um ‘estado de hipercoagulabilidade’ devido ao aumento na expresséo de seus
marcadores de superficie, tais como CD62P e CD40L, e a elevacdo nos niveis de fatores
estimulantes da coagulacdo, também pode ser resultado do estresse oxidativo (ATAGA,
2009).

Cho et al. (2010) relataram uma correlagdo inversamente proporcional entre o TNF-a
e a SOD, onde a atividade da enzima € inibida por niveis elevados da citocina. Demonstraram
ainda uma correlagdo positiva da GSH-Px com a HbF, e uma correlagcdo negativa entre aquela
com niveis da enzima LDH. Pelas evidéncias expostas podemos afirmar que a HU interfere,
nos processos relacionados tanto a inflamagdo como nos que envolvem o estresse oxidativo
(além dos eventos hemoliticos). Esta hipdtese também € sustentada por outro estudo no qual
se demonstra que niveis elevados de HbF estdo associados com uma reducdo da peroxidacédo
lipidica, bem como com o aumento da atividade de enzimas antioxidantes (SOD, GSH-PX,
catalase) (RUSANOVA et al., 2010).

O presente trabalho foi inédito na regido Nordeste do Brasil e demonstrou que os
neutréfilos de pacientes com AF apresentam uma ineficaz protecdo antioxidante, podendo
induzir uma desregulacdo e aumento na formagdo de espécies reativas, levando-nos a supor
gue isto poderia gerar um maior agravamento de danos e lesdes oxidativas e um desequilibrio
na producdo de agentes antimicrobianos, com consequente aumento da susceptibilidade a
infeccOes recorrentes observada em pacientes falciformes. Ratificamos ainda o importante
papel dos neutréfilos na resposta inflamatéria promovida pela AF, e demonstramos que o
tratamento com a HU ndo reduziu a viabilidade de neutréfilos nem gerou efeito citotoxico

nestas células, mas foi capaz de modular seus mecanismos pro-inflamatérios em niveis
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comparaveis aos encontrados em individuos saudaveis, podendo modular o curso das

manifestacdes clinicas e gravidade da doenca.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o uso de HU em pacientes com AF melhoraram
0 quadro clinico-hematol6égico dos mesmos, evidenciado pelo aumento da
concentracdo da hemoglobina, hematécrito, VCM e da HbF, e pelareducéo do nimero
de leucdcitos, neutréfilos e reticuldcitos, sugerindo uma menor frequéncia de
processos de fal cizagdo, hemdlise e CVOs,

Os nossos resultados sugerem que pacientes com AF apresentam neutréfilos com
alteracbes de permeabilidade membranar e de metabolismo funcional, quando
comparados aos neutrofil os de individuos saudaveis,

Os neutréfilos de pacientes, mesmo em estado estacion&rio, demonstram estarem
ativados e podem ter papel preponderante na fisiopatologia da doenca pela liberacéo
de estimulos inflamatorios e EROs, apesar da auséncia de crises dgicas ou vaso-
oclusivas;

A terapia com hidroxiuréia ndo exerceu efeito citotdxico em neutréfilos de pacientes
com AF, quando analisado pelos testes de LDH, Azul Tripan e MTT, e pode ser capaz
de promover um efeito protetor a essas células;

Os neutréfilos de pacientes em tratamento com hidroxiuréia apresentaram uma
reducdo de estresse oxidativo e nos nivels dos marcadores inflamatorios, apoiando a
hipétese que 0 medicamento ndo somente interfere no nimero, mas também na
expressao qualitativa dessas células;

Evidenciamos uma tendéncia de relacdo dose-efeito positiva, no grupo de pacientes
em tratamento com hidroxiuréia, pela observacdo de que os niveis dos marcadores
mensurados por este estudo estavam mais préximos dos encontrados no grupo de
individuos saudaveis (controle) quando os pacientes faziam uso de doses mais altas do

medicamento.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: “ESTUDO DE CITOTOXICIDADE, INFLAMACAO E
ESTRESSE OXIDATIVO EM NEUTROFILOS DE PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME: INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM HIDROXIUREIA”

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A anemia falciforme é uma doenca genética (transmitida dos pais para os filhos) que
provoca a deformagdo das células sanguineas dos pacientes. Esta doenca se manifesta com
forte anemia e crises dolorosas em varios 6rgaos. Os individuos com esta doenca também

possuem maior facilidade de adquirir varios tipos de infecgdes causadas por bactérias e virus.

A hidroxiuréia é o medicamento mais utilizado no tratamento desta doenca porque
promove a melhora dos sintomas nos pacientes. Apesar disso, ndo se sabe exatamente como a
hidroxiuréia age no organismo, mas acredita-se que também tenha importante papel sobre os
neutrofilos, que sdo um tipo de célula do sangue que esta envolvido no desenvolvimento da

doenca.

O presente estudo pretende investigar a acéo deste medicamento sobre os neutréfilos
de pacientes com anemia falciforme.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. Desta amostra, serdo isolados os neutrofilos, e
estas células serdo utilizadas para andlise de testes laboratoriais. Algumas informagdes sobre
outros exames que o paciente tenha feito serdo obtidas dos prontuarios médicos. O uso do

sangue para qualquer outra finalidade € proibido.

Serd feito um grupo controle com individuos normais (sem a doenca), doadores de
sangue do hemocentro do Ceard, a fim de comparar os resultados dos testes laboratoriais a

serem readlizados.
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QUAIS SAO ASVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

1. Os participantes desta pesguisa estaréo colaborando para 0 avango do conhecimento
sobre a anemia falciforme, e contribuindo para o desenvolvimento de uma melhor

compreensdo do tratamento da doenca.

2. Investigar possiveis efeitos ndo benéficos causados pela hidroxiuréia nos neutréfilos

dos pacientes;
QUAIS SAO ASDESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

- Redlizar uma coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e/ou vermelhiddo no

|local da coleta.
HA A POSSIBILIDADE DESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi plangado para encerrar em 2012. No entanto, é possivel que outros

fatores relacionados a doenca possam vir a ser analisados mais adiante.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO PACIENTE:

A. Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo sera revelada nenhuma
informagdo que permitaidentificar os pacientes em hipotese alguma.

B. A adesdo ao estudo € voluntaria e consciente, ndo havendo qualquer forma de
pagamento ou compensacdo material. Cada paciente é livre para decidir ndo
participar.

C. O paciente € livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem necessidade
de fornecer justificativa, e sem prejuizo de sua assisténcia médica.

D. A divulgacdo dos resultados sera totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assm, sem qualquer

possibilidade de identificacgo dos pacientes.

Em caso de divida, podera comunicar-se com o pesquisador ALANO MARTINS
PEDROSA, que reside na Rua Jodo Sorongo, 55 — apto 101A, Jardim América, Fortaleza-CE.
Fone: (0xx85) 8665-4755/, ou pelo endereco da Universidade Federal do Ceard / Faculdade
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de Farmécia: Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210 — Rodolfo Tedfilo — CEP 60430-
370, Fone: (85) 3366 8058 / 3366 8264.

ATENCAO: Se voce tiver alguma consideracéo ou divida sobre a sua participacio na
pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC — Rua Coronel
Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
que, apds sua leitura tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contelido, como
também sobre a pesquisa e recebi explicagdes que responderam por completo minhas duvidas.

E declaro ainda estar recebendo uma copia assinada deste termo.

Tendo compreendido as informagbes do presente termo de consentimento e

concordado com elas, assinale com um X apenas 1 das opgdes abaixo:
() Autorizo o uso do material coletado para esta pesquisa.

( ) Autorizo o uso e estogue do material coletado para esta pesquisa e paraa andlise de
outros fatores que possam vir a ser considerados relevantes dentro desta linha de pesquisa,

desde que pelo mesmo grupo de pesquisa.

Nome do paciente:

Nome do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesqui sador:

Assinatura do pesquisador:

Fortaleza, de de201 .
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ANEXO B

FICHA CLINICA DE PACIENTES

1. Identificacéo do Paciente

NCpront.:

Nome compl eto:

Data de Nascimento: / / Sexo: ( )M ( )F

|dentidade (n°):

Endereco completo:

Referéncia:

Cidade: UF:

Telefone: Cdular:

e-mail:

Etnia
( )Nenhuma ( )Branco ( )Afrodescendente ( )indio ( ) Pardo
Deficiéncia:

( )Nenhuma ( )Auditiva ( )Visuad ( )Fisca ( )Didexia ( ) Mdltipla

2. Diagnéstico

2.1. Data do diagndstico:

2.2. Concentracao de HbF ao diagndstico:

2.3. Eletroforese de hemoglobina:

Resultado:

2.4. Hemograma:

Obs.: anotar qual a dosagem de HU gue estava tomando na época do hemograma
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DATA

Dosagem de HU

Hemacias

Hb

Ht

\VCM

HCM

CHCM

RDW

L eucdcitos

Bast

Seg

Eos

Baso

Linf

Mon

M eta

Mielo

Prom

Blas

Plaquetas

2.5. Dados Clinicos

Ano/ Frequéncia

200412005

2006

2007

2008| 2009

2010] 2011

2012

Crises Dolorosas *

AVC

Priaprismo

Crise Aplastica

Sin. Toréxica Aguda

Crisesde Sequestro

Ulcer as nas Pernas

Transfusdes

| nfecgdes

| nter nacoes
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Data da ultima transfusio: / /

2.6. Dados Complementares:

Complicactes 6sseas( )sim () ndo
Complicagbesrenais. ( )sm () néo
ComplicacOes cardiacas:( ) sim () ndo
Outros:

3. TRATAMENTO

3.1. Datado inicio do tratamento:

3.2. A quanto tempo usaaHU: (Verificar
também se houve mudanca na dose e qual a data desta mudanca, além de saber qual a
dosagem de HbF apds o inicio da nova dose.)

Tratamento: Hidroxiuréia Dose/[ |HbF
DATA: |/
DATA: |/
DATA: /
DATA: /
DATA: |/

4. Tratamento: Descrever todos 0s medicamentos que o paciente esteja tomando
(inclusive vitaminas)

Tratamento (outros)/ Dose Inicio Fim Duracéo




