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Resumo

A causa principal da doenca falciforme (DF) é uma mutagdo pontual no gene 3 globina que
codifica uma hemoglobina (Hb) com caracteristicas diferentes da Hb normal, denominada de
Hb S. Sua fisiopatologia multifacetada envolve multiplas alteragcdes nos eritrécitos
falcémicos, episédios vaso-oclusivos, hemolise, ativagdo de mediadores inflamatdrios,
disfun¢ao das células endoteliais e estresse oxidativo. Com isso, hd uma diminuicdo do fluxo
sanguineo e obstru¢do da microcirculagdo acarretando aos portadores, anemia, crises de dor e
insuficiéncia de multiplos 6rgdos. Visto que o excesso de espécies reativas de oxigénio €
citotéxico modificando vérios mecanismos celulares e, consequentemente, ocasionando danos
aos Orgdos, pretendeu-se avaliar a capacidade antioxidante e o estresse oxidativo em DF,
correlacionando com os genétipos da DF, haplétipos do cluster B globina e o uso de
medicagdo especifica. Em um estudo longitudinal, foram avaliadas, para o Tempo 1 (T1) de
analise, 69 amostras de sangue e, para o Tempo 2 (T2), 55 amostras de DF do Hemocentro de
Sdo José do Rio Preto (SJRP) e do Hemocentro da Santa Casa de Sdo Paulo (SP). As amostras
foram submetidas a testes eletroforéticos, cromatograficos e moleculares para a identificacdo
dos genétipos da DF e haplétipos do cluster B, bem como dosagens bioquimicas para
determinagcdo das espécies reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) e da capacidade
antioxidante em equivaléncia ao Trolox (TEAC). Por meio da caracterizacdo genotipica da
DF, encontramos um maior nimero de Hb SS, tanto em SP quanto em SJRP. Houve maior
frequéncia da interacio Hb S/Beta talassemia em SJRP (10,9%) com as mutagdes
caracteristicas de paises mediterraneos como a CD39 e IVS-I-110. O haplétipo Bantu foi mais
frequente nos dois grupos (60,6%); o haplétipo II esteve associado a mutagdo CD39 e o
haplotipo I com a IVS-I-110. Encontramos um haplétipo Camardes, raro na populagdo
brasileira e 9,8% de haplétipos atipicos; destes, um com a presenca do polimorfismo Xmnl,
conferindo ao portador 15,8% de Hb Fetal e manifestacio clinica benigna. A melhor resposta
ao uso de medicacdo/tratamento especifico no processo oxidativo, tanto em T1 como em T2,
foi o uso da hidroxiuréia (HU) associada ao deferasirox (DFX). Apds a exposi¢do média de
381,8 dias ao DFX, os pacientes sob terapia transfusional e uso de DFX, mostrou eficiéncia
na quelagdo do ferro, diminuindo os valores do indice de saturacdo de transferrina (p=0,001),
ferro sérico (p=6x1 0'4) e capacidade total de ligagcao do ferro (p=0,01), e como consequéncia,
diminuindo a peroxidag¢do lipidica (p=0,04). Os pacientes sem o uso de medicacdo especifica
apresentaram aumento da peroxidacdo lipidica (p=0,03) e diminuicio da capacidade
antioxidante (p=0,02) apds a avaliacdo longitudinal. Ainda neste grupo, verificamos
correlacdo linear positiva entre os valores de TBARS e a porcentagem de mondcitos (T1:
r=0,81,p=0,02 e T2: r=0,82,p=0,02) e, quanto maior os valores de TEAC maior o niimero de
leucécitos (T1: r=0,81,p=0,02 e T2: r=0,82,p=0,02). O aumento dos valores do ferro sérico,
nos pacientes transfundidos dentro de 60 dias, estdo associados ao aumento de 35% (p=0,02 e
R’=0,35) nos valores de TBARS. Este estudo representa a primeira avaliacdo longitudinal do
perfil oxidativo em pacientes com a DF considerando o gendétipo, haplétipos e diferentes
medidas terapéuticas para o tratamento da DF, no Brasil.

Palavras-chave: doencga falciforme, TBARS, TEAC, hidroxiureia, deferasirox.



Abstract

The main cause of sickle cell disease (SCD) is a single -globin gene mutation that encodes a
hemoglobin (Hb) with different characteristics from normal Hb, called Hb S. This disease is
characterized by presenting a multifaceted pathophysiology which involves multiple changes
in sickle erythrocytes, vaso-occlusive episodes, hemolysis, inflammatory mediators
activation, oxidative stress and endothelical cells dysfunction. Thereby, there is a decrease in
blood flow and obstruction of the microcirculation leading the patients to anemia, pain crises
and failure of multiple organs. Since the excess of reactive oxygen species is cytotoxic,
modifying various cellular mechanisms, and thus, causing damage to organs, the aim of this
work was to assess the antioxidant capacity and oxidative stress in SCD, correlating with
SCD genotypes, cluster B-globin haplotypes and specific medication. In a longitudinal study
were evaluated for the T1: 69 samples of peripheral blood, and for the T2: 55 samples of the
SCD patients from Blood Center of the Sao José do Rio Preto (SJRP) and the Blood Center of
the Santa Casa Medical School of S3ao Paulo (SP). We performed electrophoretics,
chromatographic and molecular assays for SCD genotypes and cluster 3-globin identification,
such as biochemical measurements for the determination of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) and Trolox equivalence antioxidant capacity (TEAC). Through SCD
genetic characterization, we found a greater number of Hb SS in both SP and in SJRP. There
was a higher frequency of interaction Hb S/Beta-thalassemia in SJRP (10.9%) with typical
mutation of Mediterranean countries such as CD39 and IVS-I -110. The Bantu haplotype was
more frequent in both groups (60.6%); the haplotype II was associated with CD39 mutation
and the haplotype I with the IVS-I-110. We found a patient with Cameroon haplotype, rare in
the Brasilian population; and 9.8% of evaluated samples to showed atypical haplotypes, one
of them with Xmnl polymorphism, giving to the patient 15.8% of Hb Fetal and minimal
clinical manifestations. The best response to medication / treatment specific to the oxidative
process in both T1 and T2, was the use of hydroxyurea (HU) associated with deferasirox
(DFX). Patients undergoing transfusion therapy and the use of DFX, after the average
exposure of 381.8 days to DFX, showed a decrease to values of transferrin saturation index
(p=0.001), serum iron (p=6x1 0 and total iron binding (p=0.01), and as result, decreasing of
lipid peroxidation (p=0.04). Patients without the use of specific medication showed a increase
in lipid peroxidation (p=0.03) and decrease in antioxidant capacity (p=0.02) after the
longitudinal evaluation. Also in this group, we found positive linear correlation between the
values of TBARS and the percentage of monocytes (T1: r=0.81, p=0.02 and T2: r=0.82,
p=0.02); and the higher TEAC values, greater the number of leukocytes (T1: r=0.81, p=0.02
and T2: r=0.82, p=0.02). The serum iron increase in transfused patients within 60 days, are
associated with an increase of 35% (p=0.02 and R’=0.35) in TBARS values. This study
represents the first longitudinal evaluation of oxidative profile in patients with DF considering
genotype, haplotypes and different therapeutic approach for the treatment of DF, Brazil.

Key-words: sickle cell disease, TBARS, TEAC, hydroxyurea, deferasirox.
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1 Introducao

1.1 Hemoglobinopatias Hereditarias

A hemoglobina (Hb) humana € uma proteina globular tetramérica formada pela
combinacdo de duas cadeias polipeptidicas (globinas) do “tipo alfa” com duas cadeias do
“tipo beta”. Cada globina estd associada a um grupo prostético heme que contém o ferro, o
qual se liga reversivelmente ao oxigénio conferindo a molécula sua capacidade de transporte
de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e de parte do gds carbonico no sentido inverso
(HONIG; ADAMS 111, 1986; ZAGO; FALCAO; PAQUINI, 2004).

Os genes responsaveis pela sintese das cadeias globinicas estdo organizados em
familias génicas (clusters), o cluster a, localizado na regidao telomérica do braco curto do
cromossomo 16 (16p13.3), possui os genes a e { que codificam as globinas alfa e zeta; o
cluster B, localizado no braco curto do cromossomo 11 (11p15.5), constituido pelos genes &,
Y, 0 € B e que sintetizam as globinas épsilon, gama, delta e beta. (HONIG; ADAMS III, 1986;
WEATHERALL; CLEGG, 2001).

A expressdo dos genes da globina em cada etapa do desenvolvimento resulta em
diferentes tetrameros funcionais. Na fase embriondria sdo formadas as Hb Gower I ({¢;), Hb
Gower II (0,¢2), Hb Portland 1 (Cyy2) e Hb Portland 1T (§f3,); estas s@o substituidas pela Hb
Fetal (0,y2), predominante durante todo o periodo fetal. Por ocasido do nascimento, a Hb F,
gradativamente, € substituida pelas hemoglobinas do adulto, Hb A (a»f,), majoritaria, e Hb A,
(0205), minoritaria (WEATHERALL; CLEGG, 1981; BUNN; FORGET, 1986). Seis meses
apOs o nascimento, a Hb A € absolutamente predominante, compondo 96 — 98% do total de
Hb, enquanto a Hb A; se mantém entre 2,5 — 3,5%, e a Hb Fetal 0 — 1% (HONIG; ADAMS
111, 1986; NAOUM, 1997).

As mutacdes que afetam a expressdo dos genes da Hb normal humana levam as
hemoglobinopatias. Estas alteracdes, de forma geral, podem originar as hemoglobinas
variantes, que alteram a estrutura da proteina, ou as talassemias que ocasionam um
desequilibrio quantitativo nas cadeias globinicas (BERTHOLO; MOREIRA, 2006).

As hemoglobinopatias hereditdrias representam um grupo de alteragdes autossdmicas
e monogénicas que estdo entre as doengas mais comumente encontradas nas populagdes
(OLD, 2007). Atualmente, 1.423 diferentes alelos mutantes caracterizados em nivel molecular

Ja foram descritos, mas a maioria ndo apresenta fendtipos com repercussoes clinicas. Para



Introducao 20

aqueles mutantes que possuem fisiopatologia, os efeitos sao diversos, dependentes do tipo de
heranga, homo ou heterozigota, e também das interacdes genéticas ou ambientais, com
consequéncias que vao de imperceptiveis as letais (LEONELI et al., 2000; HUISMAN et al.,
2010).

A distribuicdo mundial das hemoglobinopatias estd bem definida, porém duvidas
existem sobre a sua frequéncia (WEATHERALL, 2008). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) tem estimado que cerca de 7% da populacio mundial sejam portadores para uma
alteracdo de Hb, cerca de 270 milhdes de individuos. Baseado nesta estimativa,
aproximadamente 0,5 milhdes de criancas nascem por ano com algum tipo de alteracdo grave

nas cadeias globinicas (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

1.2 Hemoglobinas Variantes

As Hb variantes ou hemoglobinopatias estruturais sdo, geralmente, originadas por
mutacdes pontuais, nas quais, substituicdes simples de nucleotideos, pequenas insercdes ou
delecdes de bases afetam as regides codificantes dos genes e resultam na substitui¢cdo de
aminodcidos na cadeia polipeptidica (BONINI-DOMINGOS, 1993).

As alteracdes estruturais associadas a manifestacdes clinicas e/ou hematoldgicas t€m
seu grau de expressdo intimamente relacionado ao local e a extensdo da mutacdo. As
substituicdes de aminodcidos que ocorrem na por¢do externa da molécula de Hb, nao resultam
em alteragdes significativas no comportamento funcional da molécula, com excecdo da Hb S;
as mutacdes que alteram os residuos de aminoécidos nas porcdes internas envolvendo a regido
em torno do grupo heme causam instabilidade da molécula, geralmente, iniciada pela
oxidagdo do grupo heme. Outras substitui¢des em residuos que participam dos contatos alfal
betal, das ligagdes quimicas com o 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) e do residuo histidina C-
terminal da cadeia beta, provocam a formag¢do de Hb com alteracdes na afinidade pelo
oxigénio (WEATHERALL; CLEGG, 2001b; ONDEI, 2005).

Portanto, as hemoglobinas variantes podem ser classificadas com base em suas
caracteristicas funcionais em: hemoglobinas sem alteragdes fisiologicas — maioria das
variantes; hemoglobinas de agregacao, como Hb S e Hb C; hemoglobinas instdveis;
hemoglobinas com alteragdes funcionais; hemoglobinas variantes com fendtipo talassémico,
como as Hb Lepore e Constant Spring (INTERNACIONAL HEMOGLOBIN
INFORMATION CENTER, 1997).
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Um grande numero de Hb variantes tem sido descoberto devido as melhorias nas
metodologias de andlises. A maioria delas ndo apresenta alteragdes fisiolégicas quando em
heterozigose, no entanto podem apresentar sintomas graves em homozigose ou quando
associadas a outra hemoglobinopatia (WACJMAN et al., 2001)

No Brasil, a Hb variante mais frequente € a Hb S, que dependendo dos grupos étnicos
formadores de cada regido, apresenta prevaléncia varidvel nas diferentes regides do Brasil

(ZAGO; COSTA, 1985).

1.3 Hemoglobina S

A Hb S € resultado de uma mutag@o pontual do tipo transversao, em que hd a troca de
uma base purinica (adenina) por uma pirimidica (timina) no cédon seis do gene B globina que
corresponde ao sexto aminodcido. Devido a esta mutagdo, o aminodcido 4cido glutamico €
substituido por uma valina na cadeia beta globina, originando uma Hb com caracteristicas
fisicas e bioquimicas alteradas (STEINBERG, 1998).

Em condicdes de hipdxia, desidratacdo ou acidose a Hb S polimeriza e caracteriza o
primeiro evento indispensdvel na patogénese molecular da anemia falciforme (STEINBERG,
1999). As moléculas de Hb S se agregam e formam longos filamentos organizados
paralelamente. Estes feixes de polimeros alongam-se e rompem a ligacdo da membrana do
eritrocito com proteinas do citoesqueleto resultando em protrusdes na membrana (VEKLOV,
2007; ZAGO; PINTO, 2007). Com isso, a polimerizacdo da Hb S dentro das hemécias tem
como consequéncia multiplas alteracdes da célula: efluxo de fons monovalentes como o
potdssio, desidratacdo celular, aumento da densidade dos eritrdcitos, oxidagdo da Hb
(formacdo de metehemoglobina e superdxido), desnaturacdo da Hb (formagdo de
hemicromos, heme livre e ferro livre), exposi¢cdo de epitopos protéicos e lipidicos (por
exemplo: banda 3, espectrina, fosfatilserina, CD36, CD47) e por fim a hemdlise (Figura 1)
(ZAGO; PINTO, 2007; FRENETE; ATWEH, 2007).
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Figura 1. Alteracdio na membrana eritrocitiria por polimeros de hemoglobina falcémica. A
desoxigenacdo induz uma mudanca na conformacgdo estrutural da proteina em que as cadeias
globinicas B mutante se ligam ao sitio hidrofébico complementar originado pela substituicdo do acido
glutamico pela valina. Os feixes de polimeros de Hb S alongam-se e rompem a ligagdo da membrana
do eritrécito com proteinas do citoesqueleto resultando em protrusdes na membrana e exposi¢do de
proteinas e lipidios (modificado de FRENETE; ATWEH, 2007).

Estudos recentes t€ém revelado que a fisiopatologia da anemia falciforme é complexa e
estdo envolvidos processos recorrentes de vaso-oclusdo, ativacdo de leucdcitos, de células
endoteliais, de plaquetas, inducdo de mediadores inflamatérios, diminuicdo da
biodisponibilidade de O6xido nitrico (NO) e estresse oxidativo. Desta forma, hd uma
diminui¢do do fluxo sanguineo e obstru¢do da microcirculacdo acarretando aos portadores
manifestacoes clinicas como: anemia, episodios de crises de dor, sindrome tordcica aguda,
hipertensdo pulmonar, acidente vascular cerebral, insuficiéncia de multiplos 6rgdos e menor
expectativa de vida (WOOD; GRANGER, 2007, CONRAM; FRANCO-PENTEADO;
COSTA, 2009).

Algumas das vias ativadas na doenca falciforme podem ser observadas na Figura 2
que demonstram a relacdo da hemolise com a disfuncdo endotelial e suas implicagdes na

manifestacdo clinica do portador.
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Figura 2. Relacdo da hemolise com a disfuncio endotelial na doenca falciforme. Algumas das vias
incluem: a hemdlise intravascular, o consumo de 6xido nitrico (NO), a ativacdo endotelial, oclusao
microvascular, ativacdo de moléculas de adesdo ao endotélio, recrutamento de leucdcitos e plaquetas.
Portanto, quanto mais grave a anemia hemolitica maior chance do portador desenvolver hipertensio
pulmonar, dlceras de perna, priapismo e acidente vascular cerebral e, aqueles com anemia hemolitica
de menor intensidade possuem maior risco de desenvolver crises dolorosas, sindrome tordcica aguda e
osteonecrose (modificado de KATO et al., 2009). AVC; acidente vascular cerebral.

No Brasil, a anemia falciforme tem significativa importancia epidemioldgica em
virtude da prevaléncia, da morbidade e da mortalidade e, por isso, tem sido apontada como
uma questdo de satide pablica (BANDEIRA et al., 2007). A distribui¢do do gene B° no Brasil
¢ bastante heterogénea, dependendo da composi¢do negrdide ou caucasdide da populagdo.
Estima-se que mais de sete milhdes de individuos possuam o traco falciforme e 25.000 a
30.000 apresentam a anemia falciforme (Hb SS) (ANVISA, 2002; CANCADO; JESUS,
2007).

1.4 Doenca Falciforme

7z

A doenga das células falciformes € a mais comum das alteracdes hematoldgicas
hereditdrias conhecidas no homem. Sua distribuicio € ampla, abrangendo todos os
continentes, notadamente Africa, América do Norte, América Latina e parte da Asia

(NAOUM, 1997). O termo doenca falciforme (DF) se aplica a um grupo de anemias
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hemoliticas hereditdrias que t€m em comum a presenca de hemoglobina S (LOBO; MARRA,
SILVA, 2007). Inclui a anemia falciforme (Hb SS), as interacdes com talassemias (S/Beta
talassemia), e associagdes com outras variantes de hemoglobina formando os duplos

heterozigotos, como Hb SC (BONINI-DOMINGOS, 1993).

1.5 Talassemias

As talassemias sdo caracterizadas por uma reducdo ou auséncia na producdo de uma
ou mais cadeias polipeptidicas que formam o tetramero de hemoglobina. As cadeias em
excesso sdo instdveis e precipitam, levando a alteracdes da membrana eritrocitiria e a
destruicao precoce das células. Além disso, a hemoglobinizacdo deficiente dos eritrécitos
resulta em hipocromia e microcitose, anormalidades caracteristicas deste grupo de doengas.
As talassemias sdo classificadas em: alfa, beta, delta, delta-beta e gama-delta-beta, conforme
o(s) tipo(s) de cadeia cuja producdo estd reduzida (THEIN, 2005). As mais conhecidas sdo as
alfa e beta talassemias, pela frequéncia e manifestacdes clinicas de considerdvel importancia
nos portadores, enquanto as primeiras sao majoritariamente causadas por delecdes génicas, as
beta talassemias sdo geralmente resultantes de substituicOes de bases nos éxons, introns e
regides promotoras dos genes B (SONATI; COSTA, 2008).

No Brasil, tanto a alfa quanto a beta talassemias t€m alta incidéncia, que se deve a
intensa miscigenacio da populacdo brasileira devido a grande imigra¢do ocorrida no final do
século XIX e inicio do século XX (BONINI-DOMINGOS et al.,, 2000; ORLANDO;
NAOUM; BONINI-DOMIN GOS, 2000).

As beta talassemias sdo um grupo de alteragdes moleculares causadas por reducio
parcial ou completa da sintese de uma ou mais cadeias beta globina. Dos quase 200 alelos
mutantes caracterizados, 125 representam mutacdes pontuais em regides funcionalmente
importantes ou em regides flanqueadoras do gene (THEIN, 2004).

Algumas mutagdes sdo especificas de determinados grupos étnicos. As mutagdes
predominantes na populacdo da regido Mediterranea, incluindo italianos, espanhois e
portugueses, sdo comumente encontradas na populacdo brasileira (BONINI-DOMINGOS,
2004). As mutacdes CD39 (C—T), IVS-I-110 (G—A), IVS-1-6 (T—C) e IVS-I-1 (G—A) sao
responsaveis, pela quase totalidade, dos casos nas Regides Sul e Sudeste (SONATI, COSTA,
2008), enquanto na regido Nordeste a mutagdo IVS-I-6 (T—C) é a mais encontrada

(ARAUJO et al., 2003).
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A beta talassemia apresenta heterogeneidade molecular e expressdo fenotipica
varidvel. A forma heterozigota, com raras excec¢des, leva o individuo a uma anemia leve e
assintomadtica denominada talassemia beta menor, mutagdes em homozigose, dependendo do
grau de impedimento da sintese de globina, podem provocar anemia sintomdtica moderada
(talassemia beta intermedidria), que pode exigir transfusdes de eritrocitos apenas
esporadicamente; ou formas graves (talassemia beta maior) que sdo sintomadticas e exigem

regime transfusional mensal, na maioria dos casos (THEIN, 1998; BANK, 2005).

1.6 Interacao S/p talassemia

A interacdo entre Hb S/Beta talassemia envolve os gene B° associado aos da beta
talassemia, e dependendo da mutagdo pode provocar respostas clinicas varidveis, resultantes
das diferentes quantidades de Hb S, Hb F e Hb A (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

O resultado das mutagdes que suprimem totalmente a sintese das cadeias beta globina
é chamado de beta zero talassemia (B°). Na mutagdo no cédon 39 (CD39), por exemplo,
ocorre uma substituicdo de uma adenina por timina na posi¢ao 39 no segundo éxon do gene 3
produzindo cadeias polipeptidicas truncadas e instdveis que sdo rapidamente degradadas
(THEIN, 1998; FORGET, 2001); na mutacdo IVS-I-1, uma troca de guanina por adenina no
primeiro nucleotideo do primeiro intron do gene B, faz com que o splicing de RNA seja
suprimido. Muta¢des em que existe alguma sintese de cadeia de globina beta sdo chamadas de
beta mais talassemia (B*), dentre elas, a mutacdo IVS-I-6 resulta de uma substituicdo de uma
timina por uma citosina na posi¢do seis do primeiro intron do gene B, reduzindo a eficicia do
splicing de RNA e, a IVS-I-110, que produz somente de 10 a 20% de RNAm, é causada pela
substituicdo de uma adenina por guanina na posi¢do 110 do primeiro intron do gene f3
(FORGET, 2001; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Portanto, os individuos portadores de doenca falciforme resultantes da interacdo entre
Hb S e beta talassemia, podem apresentar gendtipos S/Beta’ talassemia (CD39 ou IVS-I-1),
com um fenétipo mais grave, quando comparados aos S/Beta’ talassemia (IVS-1-6 ou IVS-I-

110).
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1.7 Haplétipos B°e p™

O tipo de variabilidade mais comum no complexo génico das globinas alfa ou beta é
aquele produzido por polimorfismos em determinadas sequéncias. Estas alteragdes ocorrem
aproximadamente a cada cem bases ao longo do genoma. O padrdao de combinagdo dos sitios
polimérficos em uma dnica cromdtide, para qualquer tipo cromossomo, ¢ chamado de
haplétipo. Dessa maneira, pode-se dizer que uma mutagdo, presente em individuos
aparentemente ndo relacionados, tem a mesma origem se, ao realizar um estudo de haplétipos,
o hapldtipo relacionado com a mutagdo em dos individuos € igual ao relacionado com a
mutacio em outro individuo (ANTONARAKIS et al., 1984).

No grupamento beta globina, situado no braco curto do cromossomo 11, hd sitios
polimérficos, localizados entre os genes € e §, bem como nas sequéncias flanqueadoras. O
conjunto dessas regides polimérficas em um cromossomo constitui o hapldtipo
(STRACHAN; READ, 2002; NAOUM, P. C.; NAOUM, F. A., 2004).

A descoberta dos haplétipos do gene p apresentou-se como importante elemento de
andlise antropoldgica para estudo das composi¢des populacionais, bem como elemento de
estudo clinico, que pode fornecer dados preditivos acerca da evolucdo da doenca e de seu
nivel de gravidade (POWARS, 1991). Tém sido associados a cinco diferentes haplétipos, de
acordo com a regido de origem e onde predominam: o haplétipo Benin tem sido associado a
Africa Ocidental; o Bantu ou Reptiblica Centro Africana (CAR) a Africa Oriental Centro-Sul;
o Senegal a Africa Atlantico Ocidental, o India-Ardbia Saudita (SAUDI) a India e Peninsula
Arébica Oriental e, um com menos frequéncia, o Camardes (CAM), que € restrito a Africa e
ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana (PAGNIER et al., 1984; NAGEL, 1984;
SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989, LAPOUMEROULIE et al., 1992).

Esses haplotipos também estdo associados a um quadro clinico e niveis de Hb F
variados, sendo que o haplétipo Senegal apresenta niveis elevados de Hb F (>15%) e curso
clinico menos grave da doenca; o Benin niveis medianos de Hb F (5 a 15%) e curso clinico
intermediario e o CAR niveis diminuidos de Hb F (< 5%) e quadro clinico mais grave. Os
portadores do haplétipo Saudi apresentam niveis elevados de Hb F e curso clinico
heterogéneo (NAGEL, 1984; POWARS, 1991, RAHGOZAR et al., 2000).

A classificacdo dos haplétipos BS com os sitios polimérficos, segundo Sutton,

Bouhassira, Nagel (1989), estdo representados na Figura 3.
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Figura 3. Cluster B mostrando os sitios polimorficos

segundo Sutton, Bouhassira, Nagel (1989).

estudados na determinagdo dos haplétipos p°

Os haplétipos B™ podem refletir a presenca de alelos especificos na beta talassemia

numa populacdo. Vdrios tipos de mutacdes de beta talassemia podem ser encontrados em cada

tipo de cromossomo, indicando a relagcdo entre haplotipos e mutagdes especificas (ORKIN et

al., 1982). Exemplo dessa relagdo € a associacdo do haplétipo I com a muta¢do no cédon 39

(CD39), o haplétipo I com a mutagdo IVS-I-110 e o haplétipo V com a IVS-I-1, como é

encontrado nas populacdes mediterraneas (ORKIN et al., 1982; .BEZERRA, 2007).

A classificacdo dos haplotipos B™ com os sitios polimérficos, segundo Orkin et al.,

1982, estao representados na Figura 4.
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1.8 Complicacdes clinicas na doenca falciforme

As complica¢des agudas e cronicas na doenga falciforme sdo dependentes, além da
propria fisiopatologia da doenca, da idade dos portadores, da condi¢do sécio-econdmica,
nutri¢cdo, diagndstico e acompanhamento terapéutico precoce, estresse psicossocial, etc.
Portanto, as bases fundamentais de todo o curso clinico da doenga deve-se aos processos
decorrentes de hemdlise dos eritrdcitos falcémicos ou como fendmenos secunddrios aos

episddios de vaso-oclusdo. Dentre eles podemos destacar:

Crises de Dor

A dor é o resultado da obstru¢do da microcirculagdo causada pelo afoicamento das
hemadcias. Este € o mais dramdtico quadro da doenca, pois as crises dlgicas ocorrem
inesperadamente, muitas vezes sem sintomas preliminares e impactam diretamente a
qualidade de vida do paciente. Esse desconforto localiza-se, em extremidades, regido lombar,
abdome ou térax e acomete os pacientes de todas as idades. A crise dolorosa ocorre, as vezes,
apos episodio infeccioso, sugerindo que febre, desidratacdo e acidose podem desencadear a
vaso-oclusdo. A dor também pode se instalar apds resfriamento subito da pele ou exposicao a
estresse fisico ou emocional (SERJEANT et al., 1994).

Entre os pacientes, o ndmero, gravidade e frequéncia dos episédios de dor sdo bastante
variaveis. Em média, individuos Hb SC e Hb S/Beta mais talassemia tem a metade do nimero
de crises de dor em relacdo aos pacientes com Hb SS (STEINBERG, 2008).

A dor aguda é mais comum, caracterizada por um inicio abrupto e com intensidade
que varia de leve até muito intensa. A dor aguda sem complicagdes € autolimitada e
geralmente dura algumas horas ou alguns dias. Pode ser continua ou recidivante e pode migrar
para outra regido. A dor aguda, quando acompanhada de complicagcdes infecciosas ou
psicossomadticas profundas, pode perdurar por vérias semanas. As crises dolorosas apresentam
intervalos varidveis, dependendo de cada paciente (SHAPIRO, 1989; POWARS, 1990).

A dor cronica geralmente é definida como uma dor persistente por trés a seis meses,
ou mais, sem qualquer outra condicdo co-mdérbida. A dor cronica pode debilitar o paciente
tanto fisica quanto psiquicamente. Os pacientes com dores cronicas necessitam de visitas
periddicas ao médico e planos de intervencdo terapéutica. Devem ser avaliados por uma
equipe multidisciplinar que possa oferecer apoio médico hematolégico, psicoldgico,

farmacoldgico e de assisténcia social (POWARS, 1990).
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O uso de antiinflamatorios, analgésicos opidides, intensa hidratacdo, complementadas
por medidas ndo farmacoldgicas contribuem para diminuir a frequéncia das crises de dor

(NISCOLA et al., 2009).

Acidente Vascular Cerebral (AVC)

O acidente vascular cerebral € a mais dramatica intercorréncia na doenga falciforme e
a segunda causa de mortalidade. A oclusdo, parcial ou completa, ocorre nos grandes vasos
cerebrais e parece ser devida a estenose progressiva, superposta a formacio de trombo no
local (SWITZER et al., 2006).

Os pacientes com AVC normalmente apresentam sinais clinicos evidentes. O sintoma
neurolégico mais comum € a hemiparesia, seguido por afasia ou disfasia, convulsdes e
monoparesias. Cefaléia foi achada comum, porém, isoladamente, ndo € fator preditivo de
AVC. Raros pacientes podem apresentar como manifestacdo inicial, quadro de Acidente
Isquémico Transitério ou até mesmo um coma (OHENE-FREMPONG, 1991).

O risco de o doente falciforme ter o primeiro AVC é de 11% até 20 anos de idade,
15% em até 30 anos e 24% até 45 anos. Entretanto, com a suspeita clinica de AVC o paciente
deve ser submetido a transfusdo sanguinea imediata para aumentar a oxigenacao e reduzir o
risco de nova vaso-oclusdo. Deve-se cuidar para que a transfusio ndo eleve muito o
hematdcrito basal, pois o aumento da viscosidade pode ampliar a extensdo da drea afetada
(OHENE-FREMPONG, 1991; ADAMS et al., 1992).

Além da transfusdo sanguinea, outras medidas de tratamento durante o episédio agudo
dependem da manifestacdo clinica: ventilacdo assistida, agentes farmacoldgicos anti-edema
cerebral, terapia anticonvulsivante, etc. Portanto, ¢ importante a avaliacdo e seguimento de
um neurologista (SWITZER et al., 2006).

Com a utilizacdo do Doppler transcraniano (DTC) pode-se prever a possibilidade do
paciente com doenga falciforme apresentar um AVC isquémico e mudar a histéria natural da
doenca. O DTC mede a velocidade do fluxo nas artérias cerebrais e, criangas que apresentam
medidas acima de 200 cm/s tém 40% de chances de desenvolver AVC nos proximos trés anos

(ADAMS et al., 1992).
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Sindrome Tordcica Aguda (STA)

A sindrome torédcica aguda € uma causa frequente de morte tanto em criangas quanto
em adultos com a doenca falciforme e a segunda causa mais comum de hospitalizacdo; €
caracterizada pelo aparecimento de um infiltrado pulmonar, sem etiologia definida, febre, dor
tordcica pleuritica, dor abdominal, tosse e hipoxia. Sabe-se que 50% de todos os pacientes,
maiores de 10 anos, com anemia falciforme terdo pelo menos um episédio de STA e a
probabilidade de recidiva € em torno de 40% (BALLAS, 1998).

O tratamento inclui broncodilatadores, antimicrobianos, incentivo a espirometria,
continuo ou frequente monitoramento da saturacdo de oxigénio no sangue, transfusdo
sanguinea e uso de analgésicos opidides (STEINBERG, 2008).

Um dos aspectos mais importantes a ser considerado na abordagem da STA € a
possibilidade de prevencdo. Exercicios respiratorios em pacientes internados por dor
abdominal ou toricica, ou ainda em pacientes durante o periodo pds-operatdrio, diminuem a

hipéxia e devem ser instituidos rotineiramente (BELLET et al., 1995).

Osteonecroses

Osteonecrose, do quadril e das articulacdes do ombro, afeta cerca da metade dos
pacientes com anemia falciforme e Hb SC. Seu inicio € insidioso, mas progressivo, e a
maioria dos pacientes com doenga na fase inicial ird avancar para o colapso da cabeca femoral
dentro de dois anos. Normalmente, apresenta-se com dor e em torno da articulagdo afetada, as
vezes com espasmos nos musculos que a rodeiam. Pode ser detectada precocemente em sua
evolugcdo, por ressondncia magnética, enquanto a doenca em estado avancado &
radiograficamente visivel (OHENE-FREMPONG; STEINBERG, 2001).

Nos casos mais brandos, repouso, uso de bengalas para reduzir a carga na articulacio e
de antiinflamatdrios nao-esterdides, fisioterapia e hidroterapia podem retardar a evolugdo da
lesdo. Contudo, se houver progressdo, a artroplastia pode ser muito bem sucedida, mas por

quatro ou cinco anos apds a cirurgia, cerca de um terco das préteses falharam (NEUMAYR et

al., 2006).
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Ulcera de Perna

A dlcera de perna afeta aproximadamente 20% dos pacientes adultos com doencga
falciforme, sendo prevalente nos pacientes com Hb SS e com Hb S/Beta’ talassemia. As
lesdes ocorrem, de preferéncia, nos maléolos medial e lateral, uni ou bilateralmente. O inicio
pode ser espontineo, ou subsequente a trauma, por vezes leve como picada de mosquito, pele
ressecada ou pequenas fissuras (KOSHY et al., 1989; ECKMAN, 1996; SERJEANT et al.,
2005).

Tipicamente, as Ulceras formam uma depressao central, cercada por uma margem com
suave elevacdo das bordas e edema ao redor. Pode haver exsudacdo, formagdo de crostas e
tecido de granulacdo na base. Algumas ulceras sdo profundas com envolvimento dos tecidos
subcutaneos, por vezes acompanhadas de reacdo periostal que pode ser visivel ao exame
radiolégico. Ulceras cronicas podem apresentar margens nodulares e irregulares. Variagdes
em sua aparéncia sdo influenciadas pela cronicidade, presenca de infeccdo secunddria e
terapia prévia (ECKMAN, 1996).

O tratamento da ulcera de perna inclui a utilizacdo de camara hiperbdrica, bota de
Unna, enxertos de pele, zinco oral e medicamentos tépicos variados. A multiplicidade de
opg¢oes reflete a ineficdcia de todos esses métodos em prevenir a recorréncia da lesdo. A
realizacdo de transfusdo de troca, em pacientes com lesdes muito extensas ou dolorosas, pode
contribuir para a cicatrizacdo da ferida e a diminuicao da utilizacido de analgésicos (KOSHY

et al., 1989; ECKMAN, 1996).

Priapismo

O priapismo € resultado da vaso-oclusdo dentro dos sinuséides e do corpo cavernoso
peniano, pode ser definido como uma falha na detumescéncia do pénis acompanhada de dor.
Ocorre em 40% dos homens com anemia falciforme, os episddios podem ter curta duragdo ou
podem durar vdrias horas. Aquelas com duracdo maior que 24 horas estdo associadas ao
aparecimento de impoténcia sexual (HAMRE et al., 1991; NOLAN et al., 2005).

O tratamento conservador inclui analgésicos, hidrata¢do, aspira¢do e irrigacdo dos
orgados corporais. Transfusdes tém sido utilizadas, mas a sua eficidcia ndo estd provada. O
tratamento operativo inclui a criacdo de desvios entre 0 corpo cavernoso € esponjoso. A

administracdo oral ou intracavernosa de agonistas a-adrenérgicos pode ajudar a reverter o
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priapismo e estdo sob estudo. Novas abordagens para a prevencao incluem o uso de inibidores
PDESA como sildenafil (CHAMPION et al., 2005; BURNETT et al., 2006).

O ndmero de estratégias descritas reflete a dificuldade na abordagem terapéutica e
apesar de todo o esfor¢co mais de 25% dos pacientes desenvolvem algum grau de impoténcia e

sdo candidatos a colocagdo de protese peniana (BERTAM; CARSON; WEBTER, 1985).

Colecistectomia

A elevada excrecdo constante de bilirrubina nas anemias hemoliticas faz com que
ocorra a formacdo frequente de cdlculos biliares. A colecistite cronica calculosa é uma
complicacdo frequente da doenca falciforme e geralmente requer procedimento cirirgico — a
colecistectomia (HABERKEN et al., 1997; TRAINA; SAAD, 2007).

A colelitiase é mais frequente em individuos homozigotos para anemia falciforme
(58%) se comparados a individuos com hemoglobinopatia SC ou S/Beta talassemia (17%) e a
prevaléncia aumenta com a idade (TRAINA; SAAD, 2007).

A colecistectomia estd indicada em pacientes sintomadticos, no entanto, naqueles casos
assintomaticos nao hé indicacdo formal da cirurgia. Estudos prospectivos estimam que 30%
dos casos de colecistopatia assintomdtica desenvolverdo sintomas em um periodo de trés
meses. A cirurgia laparoscopica, uma técnica segura e eficaz, traz a vantagem de reducao de
40% do periodo de hospitalizacdo e permite uma recuperacdo mais rdpida do paciente. O
preparo cirdrgico transfusional é realizado e contra-indicado em caso de: doenca hemorragica,

cirurgia abdominal anterior e gravidez avancada (HABERKEN et al., 1997; ANVISA 2002).

1.9 Estresse Oxidativo

O estado oxidativo das células € determinado pelo equilibrio entre agentes pro-
oxidantes e antioxidantes. Durante o metabolismo celular as espécies reativas de oxigénio
(ERO), de nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas, ¢ parte integral do metabolismo
humano e € observada em diversas condicdes fisiol6gicas como no controle da pressdo
sanguinea, na sinalizacao celular, na apoptose e na fagocitose de agentes patogénicos como na
fagocitose (SHAFER; BUETTNER, GROW; ISCHIROPOULOS, 2001).

As EROs nao incluem somente os radicais de oxigénio, como o radical superéxido

(0,7), o radical hidroxil (OH), o radical peroxil (RO;") e o radical alcoxil (RO), mas também
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abrangem o perdoxido de hidrogénio (H»O;), o dcido hipocloroso (HOCI), o ozbénio (O3),
peroxidos  organicos, etc. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; FIBACH;
RACHMILEWITZ, 2008).

Para proteger o organismo do ataque destas ERO existem sistemas de defesa
antioxidante, com enzimas especificas que inativam algumas das ERO como a catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GSTs), e super6xido dismutase
(SOD), enzimas que controlam a disponibilidade de metais na célula, sistema antioxidante
nio enzimdtico como a glutationa, ubiquinona e acido urico, e compostos obtidos da dieta
como vitaminas E, C, beta-caroteno dentre outros. (THOMAS et al., 1998; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Quando ocorre um aumento das EROs e/ou uma diminuicdo da capacidade
antioxidante, as EROs sdo capazes de lesar componentes celulares direta ou indiretamente,
modificando sua estrutura e/ou funcdo e gerando o estresse oxidativo. Diversos estudos tém
demonstrado que espécies reativas de oxigénio participam no mecanismo de instalacdo de
véarias doencas como Alzheimer, Parkinson, Diabetes, Esclerose Multipla, Cirrose Hepatica,
desenvolvimento da Arteriosclerose e alguns tipos de Cancer (FERREIRA; MATSUBARA,
1997; SCHULZ; ANTER; KEANEY JUNIOR, 2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Na doenca falciforme o estresse oxidativo € também um fator que modula o fenétipo
da doenca uma vez que atua nos processos vaso-oclusivos aumentando as propriedades
adesivas dos eritrécitos, leucécitos e plaquetas ao endotélio (SULTANA et al., 1998, KATO
et al., 2009).

1.10 Processo oxidativo na doenca falciforme

Um dos fatores que predispde ao processo hemolitico das células falciformes,
induzindo-o as multiplas consequéncias patoldgicas da doencga falciforme, deve-se a
degradacao oxidativa da Hb S (DAS et al., 1991; STEINBERG, 1998; SOUZA, 1999). Com a
desoxigenacdo, a afinidade ao oxigénio pela Hb S cai e, dessa forma, qualquer fator que
estabilize o estado desoxi reduzird a afinidade pelo oxigénio, perpetuando este estado e a
polimeriza¢do, como por exemplo, a diminui¢do do pH (via efeito Bohr) e o aumento da
concentracdo de 2,3 bifosfoglicerato (2,3 BPG) (BEUTLER, 1984).

A desoxigenacdo da Hb S favorece a sua meta-hemoglobiniza¢do (meta-Hb S) e a
consequente elevacdo desse pigmento dentro do eritrécito. Quando a concentracdo de meta-

Hb S supera a acdo da enzima meta-Hb redutase, é desencadeada a degradac¢do da meta-Hb S,
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com formacdo de hemicromos ou subprodutos do grupo heme, e a precipitagdo da globina S,
oxidada sob forma de corpos de Heinz (WINTERBOURN, 1990; NAOUM, 1996).

Durante a transformacdo do eritrécito discéide com Hb S em eritrécito afoicado,
dentre os eventos bioquimicos e polimerizantes da célula, ocorre a degradag¢do oxidativa da
Hb S, com liberagdo dos seus produtos de degradacdo da Hb S (complexos de Fe’ e Fe™),
que atacam a membrana eritrocitdria formando os hidroperéxidos lipidicos originando
radicais alcoxil e peroxil (BECKER et al., 2004). A geracao destes radicais amplia as lesdes
devido aos processos continuos de novos ciclos de peroxidacdo lipidica, resultando na
liberacao de aldeidos como o malondialdeido (MDA) (DAILLY et al., 1998; CESQUINI et
al., 2003).

As alteracdes de membrana resultantes da polimerizacdo, levam a faléncia parcial da
bomba de sédio/potdssio/APTase, com consequente perda de potdssio e dgua pela hemicia,
aumentando a concentracdo de HbS e favorecendo a polimerizacido. Ocorre ainda, aumento na
concentracdo de calcio intracelular por alteragdo da bomba de calcio/APTase e aumento da
permeabilidade da membrana a esse fon (NAGEL et al 1991; MORRIS; RUCKNAGEL,;
JOINER, 1993; NAOUM, 1997).

1.11 Terapia para as doencas falciformes

Exceto o transplante de células tronco hematopoiéticas, as terapias atualmente
disponiveis para a doenca falciforme ndo sdo curativas ao ponto de substituir uma eritropoiese
falcémica por uma normal, no entanto, o que tem sido buscado, sdo alvos terapéuticos que

atuam na fisiopatologia da doenca minimizando as complica¢des clinicas dos portadores.

Terapia farmacologica com Hidroxiureia (HU)

A HU, desde 1960, ¢ uma droga utilizada para o tratamento das neoplasias
hematoldgicas e vem sendo administrada como alternativa ao tratamento convencional das
doencas falciformes por induzir o aumento da sintese de Hb F e por ndo causar efeitos
adversos graves em adultos (SCHNOG et al., 2004).

Foi observado que a HU aumenta o nivel de Hb F dos pacientes tratados em cerca de
60%, eleva a taxa de hemoglobina, aumentando o Volume Corpuscular Médio (VCM), e
reduz o ndmero de reticuldcitos (KINNEY et al., 1999; COVAS et al., 2004). A reducdo da

taxa de Hb F e a acentuada reticulocitose caracterizam o grave quadro da anemia, de forma
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que uma reducdo no nivel de reticuldcitos significa uma diminui¢do na hemdlise
(ANDRADE, 2001).

Estudos t€ém demonstrado que a HU, além de reduzir a expressdao de moléculas de
adesdo na superficie dos eritrocitos, também € capaz de reduzir o nimero de granuldcitos,
mondcitos e plaquetas. Essas células em quantidades elevadas sdo fatores de risco para a
oclusdo vascular, uma vez que permitem interagdes adesivas entre as células falciformes,
endoteliais e leucdcitos e estimulam plaquetas a liberarem citocinas que contribuem para a
adesdo (KINNEY et al.; STEINBERG, 1999; HILLERY et al., 2000; HALSEY, ROBERTS,
2003). Apesar de seus efeitos benéficos, a hidroxiureia também € considerada um agente

citotoxico e carcinogénico. Desta forma, investigacdes vém sendo realizadas para avaliar as

mutacdes e outros danos causados ao DNA soméatico (BUCHANAN et al., 2004).

Terapia transfusional associada a quelagdo do ferro

De forma geral, a transfusdao regular de hemdicias em portadores da DF tem como
finalidade manter a concentracdo de Hb S abaixo dos 30%, com isso, a Hb S fica diluida,
diminui a interacdo de células anormais e aumenta a oxigena¢do. Os resultados obtidos com
os estudos clinicos (STOP I e II) mostraram reducdo do risco de evento isquémico cerebral,
reducdo do numero e intensidade de crises vaso-oclusivas (crises dolorosas), sindrome
tordcica aguda e hospitalizacdo, com consequente melhora da qualidade de vida dos pacientes
com transfusdes regulares de hemécias (MILLER et al., 2001; CANCADO, 2007).

Pacientes dependentes de transfusdo sanguinea estdo sujeitos a sobrecarga de ferro e,
por esse motivo, o uso de agentes quelantes torna-se indispensdvel para a sobrevida desses
pacientes. A quelagdo tem como objetivo prevenir o acimulo de ferro no organismo e os
danos teciduais resultantes desse acimulo uma vez que aumenta a morbidade e mortalidade
(CANCADO, 2007).

A desferroxamina (DFO), introduzida no inicio da década de 70, é o agente quelante
mais utilizado para o tratamento de pacientes com sobrecarga de ferro transfusional. O uso de
DFO, associado as transfusdes regulares, reduz as complicagdes hepdticas e enddcrinas,
normaliza o crescimento, previne doengas cardiacas e melhora a qualidade de vida e a
sobrevivéncia dos pacientes. No entanto, a sua eficicia depende de varios fatores, tais como:
dose, via e duragc@o da administracao, grau de sobrecarga corpérea de ferro e concentracdo de
vitamina C (EHLERS et al., 1991; GARY et al. 1994; OLIVIERI; BRITTENHAM, 1997,
BORGNA-PIGNATTI et al., 1998; PORTTER, 2001).
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A deferiprona (DFP) foi o primeiro quelante oral a ser introduzido na terapia
ferroquelante, possui meia vida plasmdtica maior, € capaz de promover aumento na excrecao
de ferro, diminui¢do dos valores séricos de ferritina e reducdo da quantidade de ferro no
figado e no coragdo. No entanto, esse medicamento s6 foi aprovado para o uso em pacientes
com talassemia beta maior (GARY et al. 1994; OLIVIERI; BRITTENHAM, 1997, COHEN
et al., 2003).

O deferasirox (DFX) é um agente quelante que apresenta certa vantagem em relacdo
aos demais, pois tem meia vida plasmética prolongada, sendo capaz, de promover quelacao
eficaz por 24 horas, mesmo com baixas doses, permitindo a sua administragdo apenas uma
vez por dia. Tais propriedades possibilitam: maior adesdo ao tratamento, melhor controle da
quantidade de ferro no organismo e em pouco tempo, melhor qualidade de vida, menor
ocorréncia de doencas cardiacas e melhora da sobrevida de pacientes dependentes de
transfusao de hemacias (NISBET-BROWN et al., 2003).

A doenca falciforme € caracterizada por episddios vaso-oclusivos, hemolise, ativacao
de mediadores inflamatérios e disfuncdo das células endoteliais. Com isso, hd uma
diminui¢do do fluxo sanguineo e obstru¢do da microcirculagdo acarretando aos portadores,
anemia, crises de dor e insuficiéncia de multiplos 6rgaos (WOOD; GRANGER, 2007).

No entanto, essas manifestagdes, complexas e diversificadas sdo influenciadas por
fatores que modulam a gravidade da doenga. Dentre elas, a caracteristica genética que
determina a concentracdo intracelular de hemoglobina S, os haplétipos, a co-heranga de
outros genes, fatores ambientais (ZAGO; PINTO, 2007) e o estresse oxidativo (FIBACH;
RACHMILEWITZ, 2008).

Visto que o excesso de espécies reativas de oxigénio € citotdxico e promove a
oxidacdo de lipideos, proteinas e DNA, modificando varios mecanismos celulares levando a
célula a apoptose e, consequentemente, danos aos 6rgaos; € também um modulador da doenca
falciforme uma vez que atua nos processos vaso-oclusivos aumentando as propriedades
adesivas dos eritrdcitos, leucécitos e plaquetas ao endotélio (SULTANA et al., 1998).

Estudos prévios no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencgas
Hematoldgicas - UNESP mostraram diferenca significativa nos valores de avaliagdo da
peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante entre portadores heterozigotos para a
hemoglobina S e doentes falciformes (TUKAMOTO-JUNIOR, 2008, BARACIOLI, 2009).
Assim, avaliar a relacdo do estresse oxidativo com haplétipos do gene BS, interacdes dos

genétipos de hemoglobina e o uso de medicacdo especifica para o tratamento da doenca
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falciforme, pode trazer informacdes relevantes sobre a capacidade antioxidante e sobre a acao

dos radicais livres nas anemias hemoliticas, como a anemia falciforme.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Em doentes falciformes analisar a capacidade antioxidante e o estresse oxidativo por
métodos bioquimicos, correlacionando os valores encontrados com os gendtipos da doenca
falciforme, haplétipos do cluster B mutante e o uso de medicacao especifica, em dois tempos

distintos de analise.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar o grupo de portadores da doenga falciforme clinicamente e segundo seu
genotipo: Hb SS (homozigotos para a hemoglobina S), Hb SC (duplo heterozigotos para a
hemoglobina S e C) e os Hb S/beta - talassémicos (interacdes entre hemoglobina S e beta —
talassemia);

- Identificar os haplétipos do cluster B° e BTal para cada conjunto de genétipos;

- Avaliar o estresse oxidativo, em cada grupo, por meio da peroxidacdo lipidica
(TBARS) e a capacidade antioxidante (TEAC);

- Relacionar os resultados obtidos com o uso de medicagdo especifica em dois tempos

distintos, T1 e T2.
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3. Material e Método

3.1 Casuistica

O estudo compreendeu dois tempos de analises distintos. Para o tempo um (T1),
foram utilizadas 69 amostras de sangue de portadores da Doenca Falciforme (DF) em
acompanhamento clinico nos ambulatérios do Hemocentro de Sao José do Rio Preto/SP e
Hemocentro da Santa Casa de Sdo Paulo/SP. No grupo de Sao Paulo (SP), dos 40 pacientes,
11 (27,5%) eram do género masculino e 29 (72,5%) do género feminino, com a média de
idade de 26,3 + 12 anos, quanto a etnia, seis (15%) eram caucasdides e 34 (85%) negrdides,
segundo auto declaracdo. No grupo de Sao José do Rio Preto (SJIRP), dos 29 portadores da
DF, 12 (41,4%) eram do género masculino e 17 (58,6%) do género feminino, com a média
de idade de 26,2 + 8,8 anos e, quatro (13,8%) eram caucasdides e 25 (86,2%) negroides.

O tempo dois (T2) de andlise constituiu de 55 doentes falciformes. Apds uma média
de 51,3 £ 8,8 semanas, dos 40 pacientes de SP foram recoletadas 33 amostras e, ap6s 90,2 +
8,3 semanas, dos 29 doentes falciformes de SJRP foram recoletadas 22 amostras. Das 14
amostras ndo recoletadas, 13 pacientes os hemocentros perderam seguimento do tratamento
e um doente de SJRP veio a 6bito em decorréncia das complicacdes da DF.

Os dados hematoldgicos, perfil do ferro, informag¢des sobre medicacdo em uso,
exposicdo a interferentes ambientais, eventos clinicos e transfusdes sanguineas, foram
obtidos por meio de consulta aos prontudrios médicos, ao banco de dados dos hemocentros e
pela aplicacdo de questiondrios no momento da coleta.

De acordo com as manifestacdes clinicas da doenga, para o grupo de SP, 57,5%
apresentaram de 0 a 2 crises de dor/ano dentro de trés anos anteriores a pesquisa, 25,0% de 3
aSe 17,5% com seis ou mais crises de dor; 20,0% tiveram dulceras isquémicas, 17,5%
osteonecrose, 18,2% dos homens com priapismo, 20,0% retiraram a vesicula biliar, 35,0%
tiveram a ocorréncia de AVC e 2,5% a sindrome toracica aguda. No grupo de SJRP, 41,3%
dos pacientes tiveram seis ou mais crises de dor, 38,0% de 0 a 2 crises e 20,7% de 3 a 5
crises; 31,0% tiveram ulceras isquémicas, 13,8% osteonecrose, 41,6% dos homens com
priapismo, 17,3% retiraram a vesicula biliar, 10,3% tiveram AVC e 3,5% a sindrome
toracica aguda.

Em relagdo ao medicamento/tratamento, todos os doentes dos dois grupos usavam o

acido folico. Em SP, 75,0% dos pacientes estavam em regime transfusional sob o uso de



Material e Métodos 42

quelante de ferro, 22,5% usavam hidroxiureia e quelante, 5,0% usavam hidroxiureia e
20,0% somente o 4cido folico. Em SJRP, 65,5% dos pacientes ndao recebiam
medicagao/tratamento especifico, somente o dcido félico, 24,1% utilizavam a hidroxiureia e
10,5% estavam sob regime transfusional associado a quelagdo de ferro.

Para esse estudo, as amostras de sangue foram coletadas, apds consentimento
informado, por puncdo venosa em tubos com EDTA a 5%, para o diagndstico de
hemoglobinopatias e biologia molecular, e em tubos com heparina para os testes
bioquimicos relacionados ao estresse oxidativo.

Para minimizar as varidveis que influenciam no estado oxidativo dos pacientes,
coletamos as amostras, tanto no T1 como no T2, na mesma estacdo do ano € no mesmo
periodo do dia. Os pacientes que apresentaram processos vaso-oclusivos, crises hemoliticas
e estado febril nos ultimos 40 dias antes da coleta foram excluidos das andlises. O transporte
das amostras, dos hemocentros para o laboratério foi realizado sob refrigeracdo e o

armazenamento em 4°C para as amostras com EDTA e a -80°C para o plasma.

3.2 Consideracoes Eticas

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Sdo José do Rio Preto
(UNESP/IBILCE) sob o protocolo nimero 44/08 e CAAE (Certificado de Apresentacdo
para Apreciacio Etica) 0005.0.229.000-08, obedecendo aos principios estabelecidos na
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide (CNS).

3.3 Analises Estatisticas

As amostras foram avaliadas quanto a normalidade e a homoscedasticidade pelo teste
Shapiro-Wilk e teste de Levene, respectivamente. Para os dados que atenderam as premissas
para a utilizacdo de testes paramétricos foram empregados: Teste t independente e a Andlise
de Variancia (ANOV A) complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey; para
os dados ndo paramétricos foram utilizados o teste Mann-Whitney e Kruskal-Wallis
complementado pelo teste de Dunn. Para as andlises de correlacdes foi utilizado o teste de
correlagdo de Pearson; para dados paramétricos, e correlacdo de Sperman, para dados nao

paramétricos, com a seguinte classificagdo: correlagdo perfeita (=1), forte (>75), média
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(>0,5), fraca (<0,5) e inexistente (=0). O teste de regressao linear simples foi aplicado para a
avaliagdo de causa e efeito entre as varidveis dependentes e independentes (FILHO; ZAR
1999). Para a comparagdo dos dados obtidos no T1 e no T2 foi utilizado Teste t pareado. O

software utilizado nas anéalises foi o Statistica, versdo 8.0 e o alfa fixado de 5%.

3.4 Método

3.4.1 Metodologias classicas para o diagnoéstico de hemoglobinopatias

Foram realizadas as metodologias de triagem de hemoglobinopatias para a

identificacao das Hb anormais, as quais serdo listadas a seguir:

Preparacio de hemolisados:

Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos eletroforéticos e testes
bioquimicos as células foram lisadas para a obtencdo da solucdo de Hb utilizando duas

metodologias:

* Hemolisado Répido - com saponina (NAOUM, 1990).
* Solugdo de Hb - com cloroférmio (NAOUM, 1990).

Hemolisado Rdpido: com saponina

Reativo hemolisante:

- Saponina P.A. lg
- Agua destilada 100 mL
Procedimento:

- Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue com 1 volume de reativo
hemolisante, com posterior homogeneizagdo até a hemdlise completa da mistura;
- O hemolisado pdde ser utilizado apds 5 minutos e, no méaximo, até 4 horas depois

da sua preparagao.
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Solugdo de Hb: com Cloroférmio

Procedimento:

- Para lavar os eritrécitos, centrifugou-se 1 mL de sangue colhido com anticoagulante
com solugao salina a 0,85%, a 1.500 rpm, durante 5 minutos, desprezando o sobrenadante. O
processo foi realizado trés vezes, no minimo.

- Ao volume de eritrcitos lavados, adicionou-se outro de dgua destilada,
homogeneizando a solu¢do. A seguir, adicionou-se um volume de cloroférmio idéntico ao
do hemolisado formado. A mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada a 2.000 rpm,
por 20 minutos.

- A solucdo de Hb sobrenadante, ou hemolisado, foi retirada por meio de pipeta
Pasteur e transferida para um tubo limpo com identificacdo da amostra. A concentra¢do do

hemolisado, preparado conforme a metodologia apresentada, variou de 10 a 15 g/dL.

3.4.1.2 Resisténcia globular osmética em solucdo de NaCl a 0,36% (SILVESTRONI;
BIANCO, 1975)

Principio:

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na forma
heterozigota, pois nesses casos 0s eritrocitos microciticos sao mais resistentes a hemolise
nesta solucdo. A resisténcia globular nio € especifica para talassemia beta heterozigota, ja
que resultados positivos sdo encontrados também em anemias carenciais € em outras

hemoglobinopatias, como nos heterozigotos para Hb C.

Reagentes:

Solucgdo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4

- NaCl 90¢g

- Na2HPO4 1,36 g

- NaH,PO4.H,0 0,28 g

- Agua destilada q.s.p 100 mL

Solucao trabalho
- NaCl 10% 36 mL
- Agua destilada g.s.p 1000 mL
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Procedimento:
Em tubo de hemdlise colocou-se 2 mL de solucdo de NaCl a 0,36% e 10 pL de

sangue total, agitando por inversdo, suavemente. A leitura foi feita apés 10 minutos.

Interpretagdo:

O tubo de hemodlise com a amostra na solu¢ao de NaCl a 0,36% foi colocado a 2,0
cm de uma folha branca com linhas negras. O teste foi interpretado como positivo quando
ndo se visualiza as linhas negras, pois a resisténcia aumentada a hemdlise do eritrécito,
tornava a amostra opaca. Em amostras com resisténcia normal a hemolise visualizam-se

facilmente as linhas através da solucao.

3.4.1.3 Analise, a fresco, da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram analisados ao microscopio dptico, quanto
ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrdcitos. Os resultados foram divulgados da

seguinte maneira, segundo padronizacdo do LHGDH para cada um dos parametros

avaliados.
- alteracdes discretas: (+) - alteracdes moderadas: (++)
- alteracdes acentuadas: (+++) - células normais: (N)

3.4.1.4 Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965)

Principio:
Técnica utilizada para qualificacdo e quantificacdo de Hb normais e grande parte das

Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais.

Reagentes:

Tampao TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6

- Tris hidroximetil aminometano 10,2 ¢
- Acido etilenodiaminotetracético 0,6 g
- Acido Bérico 32¢g

- Agua destilada q.s.p 1000 mL
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Conservado em geladeira

Corante Ponceau

- Ponceau S 05¢g
- Acido tricloroacético 50¢g
- Agua destilada q.s.p 100 mL

Solugdo descorante:

- Acido acético glacial 100 mL
- Metanol 50 mL

- Agua destilada q.s.p 1000mL
Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampao TEB por 15 minutos,
no minimo, e seis horas, no maximo.

- Ap6s serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram colocadas na cuba
de eletroforese contendo o mesmo tampao utilizado para embeber as fitas, conectando-as
com os compartimentos eletroliticos por tecido absorvente (pano multi-uso).

- A solucdo de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato com o
polo negativo.

- Passaram-se 300 volts por 30 minutos.

- As fracdes foram analisadas, primeiramente, sem coloracdo e posteriormente
coradas com Ponceau. Para coré-las, as fitas foram colocadas no corante por cinco minutos

e, depois, em solugdo descorante por 30 minutos.

3.4.1.5 Eletroforese em pH acido (VELLA, 1968)

Principio:
Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em posicoes

semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterizagao semiquantitativa de Hb Fetal.
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Reagentes:

Tampao Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimentos eletroliticos e confec¢do do

gel:
- Na,HPO4 202¢
- NaH,PO4.H,O 7,66 g
- Agua destilada q.s.p 1000 mL

Conservar em geladeira

Gel de Agar-Fosfato

- Agar-agar 500 mg
- Tampao fosfato pH 6,2 25 mL
Procedimento:

- Os componentes do gel de dgar-fosfato foram adicionados a um erlenmeyer de 250
mL e levados ao forno micro-ondas até completa dissolucdo, tomando cuidado para a
mistura ndo ferver.

- Foram pipetados 5,0 mL do gel em laminas de microscopio que gelificaram a
temperatura ambiente. As amostras foram aplicadas na por¢do média da ldmina, inserindo o
aplicador com cuidado para nio partir totalmente o gel.

- Para conexdo do gel com os compartimentos eletroliticos foi utilizado tecido
absorvente (pano multi-uso).

- Passaram-se 100 volts por 30 minutos.

- As fragdes foram analisadas sem corar e coradas com Ponceau.

3.4.1.6 Cromatografia liquida de alta performance (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Principio:

O equipamento utilizado foi o VARIANT (BIO-RAD) com Kit de andlise Beta
Talassemia Heterozigota. O equipamento consiste na cromatografia de troca idnica em um
sistema fechado, no qual duas bombas de émbolo duplo e uma mistura de tampdes de
diluicdo, com controles de gradientes pré-programados, passam pela coluna detectando as
alteragdes de absorbancia a 415 nm. O filtro secundédrio de 690 nm corrige a linha de base
para efeitos provocados pela mistura de tampdes com forcas iOnicas diferentes. As

mudancas na absorbancia sdo monitoradas e exibidas como um cromatograma da
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absorbancia versus tempo. Os dados de anédlise provenientes do detector sdo processados por
um integrador embutido e impressos no relatério da amostra de acordo com o tempo de
retencdo. O tempo de retencao € o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra até o dpice
do pico da Hb. Cada Hb tem um tempo de retencdo caracteristico. No final da andlise da
amostra, uma coOpia do cromatograma e os dados do relatério sdo automaticamente

impressos.

Procedimento:

Para o Kit Beta Talassemia Heterozigota:

Em um tubo de 1,5 mL, fornecido pelo fabricante, foram misturados 5 pL de sangue
total com 1,0 mL de solucao hemolisante fornecida no kit de andlise. Apds a hemdlise total,
as amostras foram acondicionadas nos recipientes adequados e alojadas no equipamento

para realizacdo dos procedimentos de leitura e andlise das fragdes.

Interpretagdo:

A quantificacdo das diferentes fracdes de Hb em uma amostra foi realizada a partir
dos valores percentuais e de tempo de retengdo fornecidos pela calibracdo especifica, e
emitidos em modelo proprio que incluiu valores numéricos e perfil cromatografico. Aos
valores de Hb Ay obtidos pela HPLC foram incluidas as subfracdes de Hb A glicosilada e
Hb A acetilada, denominadas P2 e P3 respectivamente, identificadas separadamente pelo
aparelho. Os valores de Hb A, considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os de Hb F até

1,3%, previamente estabelecidos e fornecidos pelo fabricante.

3.4.2 Metodologias moleculares para analise dos polimorfismos

Extracao do DNA (PENA et al. 1991).

Principio:
Técnica utilizada para extrair DNA gendmico a partir de sangue total. Os tampdes de
lise rompem os eritrécito e glébulos brancos. O fenol € utilizado para a remocao de proteinas

e enzimas contaminantes. O DNA € precipitado com etanol.

Reagentes:

1. Solucdo de lise 1 para extracdo de sangue (tampao utilizado na lise de células vermelhas)
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- Sacarose 0,32M 1095 ¢
- Tris HCI 10mM 1 mL
- MgCl, 5SmM 0,5 mL
- Triton 1% 100x 1 mL
- Agua mili-Q autoclavada q.s.p. 100 mL

2. Solucdo de lise 2 para extracdo de sangue (tampao utilizado na lise de células brancas)

- 0,075 M de NaCl 2,19¢
- 0,02 M de EDTA 20 mL
- Agua mili-Q q. s. p. 500 mL

3. Proteinase K (20 mg/mL)
- Proteinase K 20 mg
- Agua mili-Q g.s.p. 1 mL

Conservar em freezer.

4. Fenol

5. Cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)
6. Etanol 70%

7. KCl 2M

Procedimento:

Amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA, foram colocadas em microtubos

e o volume foi completado para 1,5 mL com solu¢do de lise 1. Apds 10 minutos de agitacao,

foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e ao

precipitado foram acrescentados 1,0 mL de solucdo de lise 1, esse passo foi repetido por

duas vezes. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 450uL de solugdo de lise 2;

25uL de SDS a 10% e 5 pL de proteinase K 20 mg/mL. Apds homogeneizac¢do, o microtubo

foi colocado em banho-maria por trés horas a 42°C.

Ap6s esse periodo de incubagdo, foram adicionados 500uL de fenol, o material foi

homogeneizado e centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Apds centrifugacdo, a fase

superior foi transferida para outro microtubo e adicionados 500uL da solugdo de cloroférmio

e dlcool isoamilico na propor¢do 24:1.
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O material foi homogeneizado e, novamente, centrifugado por cinco minutos a 7000
rpm. Esse ultimo passo foi repetido por mais uma vez. O sobrenadante foi colocado em tubo
com 50uL de solugcao de KCI 2M gelada e acrescentado 500uL etanol 100% bem gelado. O
tubo foi invertido vdrias vezes até a precipitacdo do DNA.

O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o
sobrenadante desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200uL etanol 70%
(gelado), para iniciar a hidratagdo, o sobrenadante, apds centrifugacao, foi desprezado. Apds
a evaporacgdo do etanol, o DNA foi solubilizado com 50uL de 4gua ultra pura e conservado

em freezer —20°C.

Confirmacao molecular das Hb variantes, Hb S e Hb C.

Analise molecular para Hb S por PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985)

A deteccdo da mutacdo foi realizada por PCR seguido de andlise de restricdo. Os
primers utilizados para a amplificacdo que envolve o c6don 6 foram: o primer P 277 (sense):
5" GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o primer P 278 (antisense): 5° ACC TTA
GGG TTG CCC ATA AC 3

Para a mistura da reagdo foi preparado um volume final de 25,0pL, destes 13,0uL
foram de H,O, 1,0uL de cada primer a uma concentragdo de 10,0uM, 1,0ul. de dNTP a
1,25mM cada, 1,5ul. de Tag Polimerase de 1U, 2,5uL. de tampao sem MgCl,, 3,0uL de
MgCl, a 50mM e 2,0uL de DNA a 100ng/pL. A reacdo de amplificacdo obedeceu as
seguintes condi¢des: um ciclo com 35 repeti¢des de 30 segundos a 94°C para desnaturagdo
inicial, anelamento durante 30 segundos a 55°C, extensdo de 1 minuto a 72°C e 1 ciclo com
uma repeticdo de 10 minutos a 72°C.

Apd6s a amplifica¢do, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 °C por 3 horas; no
“mix” continha 13,1uL de H,0, 1,0uL da enzima Dde 1 (CJTNAG), 2,1yl de tampao e
10,0puL. do produto da PCR. A mutacdo no cédon 6 (GAG — GTG) elimina um sitio de
restri¢ao; assim apds a digestdo o alelo normal gerou 3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 pb
o alelo mutante gera dois, um de 288 pb e outro de 88 pb, como pode ser observado na

Figura 5.
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A digestdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, sob corrente
constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, ap6s coloracdo com brometo

de etidio (Figura 6).

Gene f3 globina — Localizacdo 11pl5.5

L,
— 382 b —

57....GGCAGAGCCATCTATTGCTT

GTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTT
GGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACW

Dde 1(C|{TNAG)

Figura 5. Representacio esquematica da localizacdo dos iniciadores no gene B globina e dos sitios
especificos para a enzima Dde 1 (seta vermelha). Os primers (P277 e P278) estdo representados pela
cor amarela, o sitio CAP em cinza, os introns em preto e negrito, os €xons em marrom claro e em azul
o c6don 6.

M1 2 3 4 5 6 7 8

288 pb
201 pb

88— 87 pb

Figura 6. Foto de um gel de agarose a 1,5%, com iluminagdo UV. Resultado da técnica PCR-RFLP
para Hb S. Amostras 2, 5, 7 e 8 - heterozigotos para mutagdo Hb S; Amostras 3, 4 e 6 - homozigotos
para a mutacido Hb S; 1 - Auséncia da mutacdo para Hb S. M = marcador molecular de 100pb.

PCR-AE para Hb S e Hb C (FISCHEL-GHODISIAN; HIRSCH; BOHLMAN, 1990)

As amostras que apresentaram perfil eletroforético e cromatografico compativel com
Hb SC foram submetidas a amplificacdo génica alelo-especifica (PCR-AE). Nesta técnica
foram utilizados 3 tubos para cada amostra de DNA, sendo no tubo 1 adicionados os primers

controles (B5a e B5b) e o primer especifico do alelo normal (BA); no tubo 2 os primers
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controles (B5a e B5b) e o primer especifico do alelo mutante (BS) e no tubo 3 os primers
controles (B5a e B5b) mais o primer especifico (BC). As sequéncias dos primers utilizados
na reacdo de PCR-AE e o tamanho dos fragmentos amplificados estao listados na Tabela 1 e
na Figura 7.

Para cada “mix” foi preparado um volume final de 25,0uL, destes 10,0uL. foram de
H,O0, 2,5uL dos primers controles a 3,0uM, 0,32uL. do primer especifico a 3,0 uM, 3,2ul. de
dNTP a 1,25mM cada, 0,5uL de Tag Polimerase de 1U, 2,5uL. de tampao sem MgCl,, 1,5ul.
de MgCl, a 50mM, 1,0 ul. de DMSO a 30% e 1,0 uL. de DNA a 100ng/uL. A reacdo de
amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢Oes: um ciclo com uma repeti¢cao de 3 minutos a
94°C para desnaturagdo inicial; um ciclo com 35 repeti¢cdes, desnaturacdo a 45 segundos a
94°C, anelamento durante 60 segundos a 60°C, extensdo de 30 segundos a 72°C e 1 ciclo
com uma repeticdo de 10 minutos a 72°C.

Apo6s a amplificacdo, analisou-se o comportamento dos fragmentos presentes no gel
de agarose a 1,5%. A presenca das bandas controles de 660 pb nos trés tubos significou
sucesso na amplificagdo, pois os primers de controle interno da reacdo funcionou
corretamente, em seguida observou-se a amplificacdo do fragmento especifico de 216 pb
para cada “mix”.

O individuo com o gendtipo normal apresentou o fragmento de 216 pb na posicao
correspondente a posicao A, individuo Hb SS na posi¢do S, Hb CC na posi¢dao C, Hb AS nas
posicdes A e S, Hb AC nas posicdes A e C, Hb SC nas posicoes S e C (Figura 8).

Tabela 1. Sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos amplificados na reacdo de
PCR-AE para a identificacdo da Hb S e Hb C.

Primers controles Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
B5a GGC TGT CAT CACTTA GACCTC A 659 pb
B5b AGA AGG GGA AAG AAAACATCAA 659 pb
Primers especificos Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
i CAG TAA CGG CAG ACTTCT CCT C 216 pb
B® CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCA 216 pb

B CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCC 216 pb
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Gene 3 globina — Localizacdo 11pl5.5
5 Exon 1 Exon 2 Exon 3 —3
Coédon 6 Mutado  Primer
(GAG) — (GTG) = Verde (BS)
H 216pb H
(GAG) — (AAG) = Roxo (BC)
— 659 pb I
5 . ..GGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGG
CAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTT
GAGGAGAAGTCTGCCGTTACTG
GTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCA
TGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTT
GTGAGTCTATGGGACGCTTGATG
TTTTCTTTCCCCTTCT. . .3"

Figura 7. Representacio esquematica da localizacdo dos iniciadores no gene [ globina para a
mutag@o S e/ou C. Os primers controles estdo representados pela cor vermelha, o primer especifico
B* em azul, o sitio CAP em cinza, os introns em preto e negrito, os éxons em marrom claro e em azul
com o fundo amarelo o cédon 6. Se houver a mutagdo o primer especifico reconhece a regiao
afetada.

216 pb

Figura 8. Foto de um gel de agarose a 2,0%, com iluminagdo UV. PCR-AE para Hb S e Hb C. M=
marcador molecular de 100pb; A - “mix” para o alelo da Hb A; S — “mix” para o alelo da Hb Se C —
“mix” para o alelo da Hb C. O Paciente 1 é heterozigoto para a Hb S e o Paciente 2 ¢ duplo
heterozigoto para a Hb S e Hb C.
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Identificacdo dos genotipos de beta talassemia (BERTHOLO, 2006).

Para os casos com Hb S/Beta talassemia foram investigadas as mutagdes mais

freqiientes na populacgao brasileira como segue:

Mutacio no Coédon 39 (C — T)

Para a mutacdo CD39, o DNA foi amplificado a partir de dois “mix” com trés
primers para cada “mix”. No primeiro foi inserido o par de primers controle interno da
reacdo (B5a e B5b), para o segmento de interesse, € o primer especifico para o alelo normal
(PS39W). No segundo “mix” foram inseridos os mesmos primers controles e o primer
especifico (PS39M) para o alelo mutante. As sequéncias dos primers utilizados na reacio de
PCR-AE e o tamanho dos fragmentos amplificados estdo listados na Tabela 2.

As concentracdes e quantidades dos reagentes utilizados em cada “mix” de reagdo
para detectar a mutacdo CD 39 para a beta - talassemia estdo mencionadas na Tabela 3.

No termociclador os tubos foram submetidos as seguintes condi¢des: 1 ciclo de 7
minutos a 95 °C; 32 ciclos de 50 segundos a 94°C, anelamento durante 50 segundos a 54°C e
50 segundos de extensdo a 72°C; extensdo final de sete minutos a 72°C.

A interpretagdo dos fragmentos pode ser compreendida conforme ilustra a Figura 9.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2%, sob corrente
constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sobre luz ultravioleta (Figura 10).

As bandas de tamanho 659 pb representam os fragmentos resultantes do controle
interno da reagdo, ja as de 439 pb referem-se a produtos de amplificacdo especifica. Se o
produto do “mix” do alelo normal apresentar fragmentos de 659 e 439 pb indica que o
individuo possui o alelo normal; se o produto do “mix” do alelo mutante apresentar os dois

fragmentos, indica a presenca do alelo mutante para a mutagdo CD39.

Tabela 2. Sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos amplificados na reacdo de
PCR-AE para a identificacdo da mutagdo CD39.

Primers controles Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
B5a GGC TGT CAT CAC TTA GAC CTC A 659 pb
B5b AGA AGG GGA AAG AAAACATCAA 659 pb
Primers especificos Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
PS39W GAC TCA AAG AACCTC TG 439 pb

PS39M GAC TCA AAG AACCTCTA 439 pb
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Tabela 3. Componentes das reagdes com as concentragdes dos reagentes
utilizadas em cada “mix”’ para a mutagdo CD39.

“mix” I — Alelo Normal “mix” — Alelo Mutante
Componentes nL Componentes nL
Tampao (10 X) 2,5 Tampao (10 X) 2,5
MgCI2 (2 mM) 0,75 MgCI2 (2 mM) 0,75
dNTP’s (1,25 mM) 4,0 dNTP’s (1,25 mM) 4,0
DMSO puro 1,0 DMSO puro 1,0
Primer B5a (2 uM) 2,5 Primer B5a (2 uM) 2,5
Primer B5b (2 uM) 2,5 Primer B5b (2 uM) 2,5
Primer PS39W (10 pM) 2.5 Primer PS39M (10 uyM) 2,5
Tag Polimerase (SU/uL) 0,25 Tag Polimerase (SU/uL) 0,25
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H,O 8,0 H,O 8,0
Volume Final (pL) 25,0 Volume Final (pL) 25,0

Gene B globina — Localizacdo 11p15.5

5 , ) - - 3"
— Exon 1 Exon 2 Exon 3 —

Cédon 39 Primer
| Normal - (  C) = Azul (PS39W)
439 pb ! Mutado - ( T) = Verde (PS39M)

I 659 pb I —

5% ...GGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGG
GCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTT

GTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTG
GGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTT
CAGAGGTTCTTTGAGTC

GTGAGTCTATGGGAC

GCTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCT. . .3"
Figura 9. Representacio esquematica da localizacdo dos primers no gene B globina para a mutagio
CD39. Os primers controles estdo representados pela cor vermelha, o primer especifico PS39W em
azul, o sitio CAP em cinza, os introns em preto e negrito, os éxons em marrom claro e com o fundo
amarelo o cddon 39. Se houver a mutagdo o primer especifico reconhece a regido afetada.
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1 P 3 4
WMWM WMWM

Figura 10. Foto de um gel de agarose a 2,0 %, com iluminacdo UV. Resultado da técnica PCR-AE
para deteccdo da mutacdo CD39. Amostra 1 — auséncia para a mutacdo, Amostras 2, 3 e 4 -
heterozigotos para mutacdo. M = marcador molecular de 100pb. W — alelo normal, M — alelo
mutante.

Mutacao IVS-1-110 (G — A)

Para a mutacdo IVS-I-110, o DNA foi amplificado a partir de dois “mix”, utilizou-se
trés primers para cada “mix”. No primeiro foi inserido o par de primers controles internos da
reacdo (B5a e B5b), para o segmento de interesse, € o primer especifico para o alelo normal
(TB110W). No segundo “mix” foram inseridos os mesmos primers controles e o primer
especifico (TB110M) para o alelo mutante. As sequéncias dos primers utilizados na reagao
de PCR-AE e o tamanho dos fragmentos amplificados estao listados na Tabela 4.

As concentracdes e quantidades dos reagentes utilizados em cada “mix” de reagdo
para detectar a mutacdo IVS-I-110 para a beta - talassemia estdo mencionadas na Tabela 5.

No termociclador os tubos foram submetidos as seguintes condi¢des: 1 ciclo de 7
minutos a 95 °C; 32 ciclos de 50 segundos a 94°C, anelamento durante 60 segundos a 58°C e
50 segundos de extensdo a 72°C; extensao final de sete minutos a 72°C.

A interpretacdo dos fragmentos pode ser compreendida conforme ilustra a Figura 11.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2%, sob corrente

constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sobre luz ultravioleta, Figura 12

Tabela 4. Sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos amplificados na reagcdo de
PCR-AE para a identificacdo da mutagdo IVS-I-110.

Primers controles Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
B5a GGC TGT CAT CAC TTA GACCTC A 659 pb
B5b AGA AGG GGA AAG AAA ACATCA A 659 pb
Primers especificos Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
TB110W GGG TGG GAA AAT AGA CC 337 pb

TB110M GGG TGG GAA AAT AGA CT 337 pb
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Tabela 5. Componentes das reagdes com as concentracOes dos reagentes
utilizadas em cada “mix” para a muta¢do IVS-I-110..

“mix” I — Alelo Normal “mix” — Alelo Mutante
Componentes nL Componentes nL
Tampao (10 X) 2,5 Tampao (10 X) 2,5
MgCI2 (2 mM) 1,5 MgCI2 (2 mM) 1,5

dNTP’s (1,25 mM) 3,5 dNTP’s (1,25 mM) 3,5
DMSO 30% 1,0 DMSO 30% 1,0
Primer B5a (2 uM) 2,0 Primer B5a (2 uM) 2,0
Primer B5b (2 uM) 2,0 Primer B5b (2 uM) 2,0
Primer TB110W (5 upM) 2,0 Primer TB110M (5 yM) 2,0
Tag Polimerase (SU/ul) 0,25 Tag Polimerase (5U/ul) 0,25
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H,O 9,0 H,O 9,0

Volume Final (pL) 25,0 Volume Final (pL) 25,0

Gene [ globina — Localizacdo 11pl5.5

5

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Posicéo 110 do Intron I Primer
Normal - (G) = Verde (TB110W)

—— 337pb —r Mutado - (A) = Roxo (TB110M)
— 659 pb I

5% ...GGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGE
GCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTT

GTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTG
GGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTT

GTGAGTCTATGGGA(

GCTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCT. . .3"

Figura 11. Representacio esquematica da localizacdo dos primers no gene f globina para a mutacdo
IVS-1-110. Os primers controles estdo representados pela cor vermelha, o primer especifico
TB110W em verde, o sitio CAP em cinza, os introns em preto e negrito, os éxons em marrom claro,
letra verde com o fundo amarelo o local de mutagio no nucleotideo 110 no Intron I.
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659 pb

337 pb

Figura 12. Foto de um gel de agarose a 2,0 %, com iluminacdo UV. Resultado da técnica PCR-AE
para deteccdo da mutacdo IVS-I-110. Amostra 1 e 3 — auséncia da mutagdo, Amostra 2 -
heterozigotos para mutacdo. M = marcador molecular de 100pb. W — alelo normal, M — alelo
mutante.

Mutacao IVS-1-6 (T — C)

Para a mutacdo IVS-1-6, o DNA foi amplificado a partir de dois “mix”, utilizou-se
trés primers para cada “mix”. No primeiro foi inserido o par de primers controles internos da
reacdo (B5a e B5b), para o segmento de interesse, mostrado anteriormente, € o primer
especifico para o alelo normal (IVSI6W-5GTCTTGTAACCTTGATA-3’). No segundo
“mix” foram inseridos os mesmos primers controles e o primer especifico (IVSI6M 5°-
GTCTTGTAACCTTGATG-3’) para o alelo mutante.

Na Figura 13, estdo representadas as regides especificas que os primers controles e
especificos se anelam no gene B globina.

As concentracdes e quantidades dos reagentes utilizados em cada “mix” de reacdo
para detectar a mutacao IVS-I-6 para a beta talassemia estdo mencionadas na Tabela 6.

Ap6s a preparagdo do “mix”, os tubos foram submetidos nas seguintes condicdes de
ciclagem: 1 ciclo de 7 minutos a 95 °C; 32 ciclos de 50 segundos a 94°C, anelamento
durante 50 segundos a 54°C e 50 segundos de extensdo a 72°C; extensdo final de sete

minutos a 72°C.
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Gene B globina — Localizacdo 11p15.5
5 - - - 3"
Exon 1 Exon 2 Exon 3 —
Posicéo 6 do Intron I Primer
Normal - (1) = Roxo (IVSI6W)
—— 273pb | Mutado - (C) =  Verde (IVSI6M)
P 659 pb —
5" .. .GGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGC

AGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTT

GTTGG

CCCCTTCT 3"

AGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTG
GAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTT

GTGAGTCTATGGGACGCTTGATGTTTTCTTT

Figura 13. Representacio esquemadtica da localizag¢do dos primers no gene 3 globina para a mutagio
IVS-1-6. Os primers controles estdo representados pela cor vermelha, o primer especifico IVSI6W
em roxo, o sitio CAP em cinza, os introns em preto e negrito, os éxons em marrom claro, letra T
local de mutacio no nucleotideo 6 no Intron I.

Tabela 6. Componentes das reacdes com as concentracdes dos reagentes
utilizadas em cada “mix” para a mutagdo IVS-I-6.

“mix” I — Alelo Normal “mix”’ — Alelo Mutante
Componentes pL Componentes pL
Tampao (10X) 2,5 Tampao (10X) 2,5
MgCI2 (2 mM) 0,75 MgCI2 (2 mM) 0,75

dNTP’s (1,25 mM) 4,0 dNTP’s (1,25 mM) 4,0
DMSO puro 1,0 DMSO puro 1,0
Primer B5a (2 uM) 2,5 Primer B5a (2 uM) 2,5
Primer B5b (2 uM) 2,5 Primer B5b (2 uM) 2,5
Primer IVSI6W (10 uM) 2.5 Primer IVSI6W (10 uM) 2.5
Tagq Polimerase (5U/ul) 0,4 Taq Polimerase (5U/ul) 0,4
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H,O 7,85 H,O 7,85

Volume Final (pL) 25,0 Volume Final (pL) 25,0
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Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2%, sob corrente
constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sobre luz ultravioleta, os possiveis

gendtipos estdo representados abaixo:

Homozigoto Normal Homozigoto Mutante Heterozigoto
Tubol TubolIl Tubol TuboIl Tubol Tubo Il
I Bl (659 pb I Bl 6590 I Bl (650 pb
. 273 pb Bl 5730 Il B 3,

Figura 14. Representacdo esquemdtica do produto esperado apds amplificacdo por PCR —AE para a
mutacdo IVS-I-6.

Mutacio IVS-I-1 (G — A)

Para a mutagdo IVS-I-I, o DNA foi amplificado a partir de dois “mix”, utilizou-se
trés iniciadores para cada “mix”. No primeiro foi inserido o par de primers controles
internos da reacdo (B5a e B5b), para o segmento de interesse, mostrados anteriormente, € 0
primer especifico para o alelo normal (IVSIIW - 5 GTG ACC TTG ATA CCA AC 3’). No
segundo “mix” foram inseridos os mesmos primers controles e o primer especifico (IVSIIM
-5 GTG ACC TTG ATA CCA AA 3’) para o alelo mutante.

Na Figura 15, estdo representadas as regides especificas que os primers controles e
especificos se anelam no gene 3 globina.

As concentracdes e quantidades dos reagentes utilizados em cada “mix” de reagdo
para detectar a mutacao IVS-I-1 para a beta talassemia estdo mencionadas na Tabela 7.

Ap6s a preparagdo do “mix”, os tubos foram submetidos nas seguintes condi¢cdes de
ciclagem: 1 ciclo de 7 minutos a 95 °C; 32 ciclos de 50 segundos a 94°C, anelamento
durante 50 segundos a 54°C e 50 segundos de extensdo a 72°C; extensdo final de sete

minutos a 72°C.
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Gene f3 globina — Localizacdo 11pl5.5

5— Exon 1 Exon 2 Exon 3 3—
Posicéo 1 do Intron I Primer
Normal - (G) = Azul (IVSI1IW)
—— 268 pb | Mutado - (A) =  Verde IVSIIM)
|— 659 pb —
5% ...GGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGC

AGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTT

GTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTG
GAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTT

GTGAGTCTATGGGACGCTTGATGTTTTCTTT

CCCCTTCT...3"

Figura 15. Representacio da localizacio dos primers no gene P globina para a mutagao IVS-I-1. Os
primers controles estdo representados pela cor vermelha, o primer especifico IVSIIW em azul, o
sitio CAP em cinza, os introns em preto e negrito, os éxons em marrom claro, letra G local de
mutacdo no nucleotideo 6 no Intron 1.

Tabela 7. Componentes das reagdes com as concentracdes dos reagentes
utilizadas em cada “mix” para a mutacdo IVS-I-1.

“mix” I — Alelo Normal “mix”’ — Alelo Mutante
Componentes pL Componentes pL
Tampao (10 X) 2,5 Tampao (10 X) 2,5
MgCI2 (2 mM) 0,75 MgCI2 (2 mM) 0,75

dNTP’s (1,25 mM) 4,0 dNTP’s (1,25 mM) 4,0
DMSO puro 1,0 DMSO puro 1,0
Primer B5a (2 uM) 2,5 Primer B5a (2 uM) 2,5
Primer B5b (2 uM) 2,5 Primer B5b (2 uM) 2,5
Primer IVSIIW (10 uyM) 2.5 Primer IVSIIW (10 uyM) 2.5
Tag Polimerase (5U/ul) 0,25 Tag Polimerase (5U/ul) 0,25
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H,O 8,0 H,O 8,0

Volume Final (nL) 25,0 Volume Final (nL) 25,0
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Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2%, sob corrente
constante de 80 V por 40 minutos e visualizados sobre luz ultravioleta, os possiveis

gendtipos estdo representados abaixo:

Homozigoto Normal Homozigoto Mutante Heterozigoto

Tubol Tubo Il TubolI Tubo II TuboI Tubo II

| Bl (659 | Bl 659 pb | Bl 650 b

L 268 pb Bl 265 b B B )

Figura 16. Representacdo esquematica do produto esperado apds amplificagdo por PCR —AE para a
mutacdo IVS-I-1.

Anadlise dos Haplétipos BS (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989) e Haploétipos BTa'
(ORKIN et al. 1982)

A determinacio dos haplétipos foi realizada por PCR — RFLP. Para os haplétipos B°
foram analisados seis sitios polimorficos, segundo Sutton, Bouhassira, Nagel (1989); e para
os haplétipos B™ foram analisados seis sitios polimorficos, conforme Orkin et al., (1982).

Os pacientes com a intera¢io S/Beta talassemia (3°/ Bm) foram analisados oito sitios
polimérficos: 5’y%-Xmnl, yS-HindIlIL, y*-HindIlL, wf- Hincll, 3’yp-Hincll, 5’B-Hinf 1, B-Ava
IT e 3’BamH 1.

As sequéncias dos “primers” para andlise dos polimorfismos do cluster  foram
descritas por Sutton, Bouhassira, Nagel (1989) e Miranda et al., (1997), e estdo listadas na
Tabela 8.
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Tabela 8. Primers utilizados para amplificac¢do de regides do cluster p.
Primer Sequéncia do primer (5’ - 3’) Direcdo Regido

**[0  AACTGTTGCTTTATAGGATTTT . G
#x[] AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC  « Y
**H2  AAGTGTGGAGTGTGCACATGA - S
#xH3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA N Y

**H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA - A
#x14  TAAATGAGGAGCATGCACACAC - Y

**H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 5

#xH6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT <_ VB
#*H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 5 up
#**H8 GGACCCTAACTGATATAACTA — v
**H9 CTACGCTGACCTCATAAATG 5 s
#H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT -

*PI  TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG .

*PS  TCATTCGTCTGTTTCCCATTC - p

#SF1 GCTCTACGGATGTGTGAGAT 5 T
#%SF2  GCCCACATCACCAAGGCAAT -

—: sense ; «<— anti-sense
* primers Miranda et al. 1997, ** primers Sutton, Bouhassira, Nagel (1989)

Os reagentes, a concentracdo utilizada para a montagem do “mix” e as condi¢des de

amplificacdo estdo representadas nas Tabelas 09 e 10, respectivamente.

Tabela 9. Composi¢ao das rea¢des utilizadas para amplificacdo das regides polimoérficas do cluster da
globina f.

Volumes (pnL)

Componentes Xmnll HindIIl  Hincll  Hinfl Avall BamH1
59°  y%y® WBe3yp 5B B 3B
Tampao (10X) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCI2 (50 mM) 1,25 1,0 1,0 1,25 1,0 1,0
dNTP’s (2 mM) 2,5 - - 2,5 - -
dNTP’s (10 mM) - 0,75 0,75 - 0,5 0,5
Primer 5° (10 uM) - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer 3° (10 uM) - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer 5> (25 uM) 0,25 - - - - -
Primer 3° (25 uM) 0,25 - - - - -
Tag Polimerase (5U/uL) 0,125 0,25 0,25 0,125 0,15 0,15
DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
H,0 17,125 18,5 18,5 16,625 18,35 18,35

Volume Final (pl) 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
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Tabela 10. Condi¢oes das reac¢des utilizadas para amplificacdo das regides polimoérficas do cluster da globina .

Desnaturacio Desnaturacao Anelamento Extensao -
Inicial 35 ciclos Extensao Final
Regiao
T (°C) Tempo | T(°C) Tempo | T (°C) | Tempo | T (°C) | Tempo | T (°C) | Tempo

S5y G 94 5 94 45” 60 45” 72 1’307 72 T
y S 94 5 94 30” 55 I 72 I 72 7
Y A 94 5 94 30” 55 I 72 I 72 T
B 94 5 94 30” 55 I 72 r 72 T
3’y 94 5 94 30” 55 I 72 I 72 T
5B 94 5 94 45” 57 45” 72 1’30” 72 T
B 96 2 96 30” 58 I 72 I 72 T
3B 96 2 96 30” 58 I 72 I 72 7

O produto da PCR foi digerido, a 37°C durante 3 horas, com endonucleases de

restricdo apropriadas para cada sitio polimérfico. A identificacdo dos padrdes de restri¢do

que determinam os haplotipos foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado

com brometo de etidio e visualizado sobre luz ultravioleta.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restricao. O

tamanho dos produtos de amplificacdo e apds clivagem, podem ser observados na Tabela 11.

B, é possivel definir os haplétipos B° e B

Tabela 11. Tamanho dos produtos amplificados e apds a clivagem com as endonucleases de

restri¢do.

Primer  Enzima  Regido  ITigmento  Fragmento apds s
HO e H1 Xmn 1 59 C 657 pb 450 pb + 200 pb
H2eH3  Hind 11 y 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3eH4  Hind 1 y A 760 pb 400 pb + 360 pb
HS5 e H6 Hinc 11 v 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7 e H8 Hinc 11 3’y 590pb 470 pb + 120 pb

H9 e H10 Hinf'1 5B 380 pb 240 pb + 140 pb
PleP5 Ava 1l B 763 pb 449 pb + 214 pb + 103 pb

SF1 e SF2  Bam HI 3B 1520 pb 1228 pb + 292 pb

De acordo com perfil de restri¢ao para as regides polimérficas do cluster da globina

Tal
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3.4.3 Dosagem de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) (UCHIYAMA ;
MIHARA, 1978, modificado por PERCARIO et al, 2004)

A dosagem plasmdtica das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi
utilizada para avaliar a peroxidacao lipidica das amostras. O método é baseado na reacdo do
malondialdeido e outros aldeidos com o 4cido tiobarbitirico (TBA) em pH baixo e
temperatura elevada, para formar um complexo com absor¢cao mixima em 535 nm. Valores

até 440 ng/mL sdo considerados normais.

Reagentes:

- Agua ultrapura (deionizada e destilada) ou Agua destilada (H,Od)

- Cloreto de Potassio (KCI) 1,15%

- Fosfato Monobadsico de Potassio (KH,PO,4) — Tampao fosfato 75 Mm (pH 2,5)
- Acido Tiobarbitdrico (TBA) 10 nM

- Solug¢do Padrao MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20uM

- Alcool n-Butilico

Preparo do Plasma

- As amostras de sangue foram coletadas em tubo heparinizado e permaneceram por
um periodo de 20 minutos em descanso, sob Banho Maria a 38°C.

- Foram centrifugadas a 1500rpm, durante 20 min e separadas em recipiente (tudo de

Eppendorf de 3mL) devidamente identificado (quantidade minima aceitavel 800 pL).

Procedimentos:

Preparo final dos controles e amostras

- O TBA foi preparado no mesmo dia da leitura.

- Foi separado 2 tubos de ensaio para cada amostras (ensaio em duplicata)

- Pipetou-se 1 mL do reagente TBA para cada tubo

- Os tubos de nimero 1 receberam 500 pL de Agua destilada — controle branco, e os
tubos de nimero 2 receberam 500 pL de solucdo padrao TBARS — controle padrao TBA.

- A partir dos tubos de nimero 3 foram adicionadas 500 ul das amostras a serem
analisadas

- Os tubos forma colocados em banho Maria a 94°C durante 1h

- Ap6s 1h resfriamos os tubos a temperatura ambiente por 15 minutos
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- Pipetou-se 4 mL de dlcool n Butilico em cada tubo
- Tampamos os tubos com rolhas apropriadas e homogeinizamos as amostras com
um vortex

- Centrifugpu-se os tubos 2500 rpm durante 10 minutos

Leitura em Espectofotometro

- Horas antes da leitura, colocamos as cubetas em solu¢do desincrustante
- Ajustamos o espectrofotometro em 535 nm.

- Zeramos o aparelho com o CONTROLE BRANCO (tubo 1)

- Dosamos os tubos de nimero 2 e anotamos na folha de dosagem do TBARS

Cdlculo do valor de TBARS da amostra
O valor final de TBARS da amostra, em ng/mL (ou nmol/mL) € obtido pelo emprego

da seguinte férmula:

TBARS = A média x F, no qual:

A média = (A1+A2)/2

(lembrar que amostras com diferencas entre Al e A2 superiores a 10% devem ser
desconsideradas).

F = ([padrao TBARS] x 440,61)/ A padrao TBARS, como a solu¢do padraio MDA
utilizada tem concentra¢do de 10nM temos:

F =10 x 440,61/ A padrao TBARS,

F = 4406,1/A padrao TBARS
(lembrando que A padrao TBARS ¢ a média, ou seja (A1+A2)/2 referente as amostras 2).

3.4.5 Dosagem da Capacidade Anti-oxidante Total em Equilavéncia ao Trolox (TEAC)
modificado (modificado de Re et al. 1999).

A dosagem objetiva-se a capacidade anti-oxidante total de amostras bioldgicas. O
potencial anti-oxidante foi determinado segundo a sua equivaléncia a um potente anti-
oxidante conhecido, o trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico),
anélogo sintético hidrossoluvel da vitamina E. O método proposto por Miller et al. (1993),

modificado por Re et al. (1999), em condi¢cdes adaptadas de temperatura, proporcdes
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N

relativas dos reagentes e tempo de mensuragdo. E uma técnica colorimétrica baseada na
reacdo entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfonico-diamoénio) com
persulfato de potassio (K,S,0g), produzindo diretamente o radical c4tion ABTS™, croméforo
de coloragdo verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e
815 nm.

A adi¢do de anti-oxidantes a este radical cédtion pré-formado o reduz novamente a
ABTS, na extensao e escala de tempo dependente da capacidade anti-oxidante, concentragao
de anti-oxidantes e duracdo da reacdo. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela
observacdo da mudanca na absorbancia lida a 734 nm, durante um determinado intervalo de
tempo. Assim a extensdo da descoloragdo como fndice de inibi¢do do radical cation ABTS™,
¢ determinada como a atividade anti-oxidante total da amostra, sendo entdo calculada a sua
relacdo com a reatividade do trolox como padrdo, sob as mesmas condi¢des.

Os resultados finais foram expressos em micromoles por litro (mM/L)
correspondente a concentracdo do trolox com capacidade anti-oxidante equivalente a da
amostra que foi estudada, padrao de medida este denominado TEAC (trolox equivalente
antioxidant capacity). Os valores de referéncia para atividade anti-oxidante do plasma e soro
humano por este método tém sido considerados, para a populagdo da nossa regido e sob as

condi¢des laboratoriais existentes foram de 2,02 a 2,22 mM/L (1,46£0,14 mM/L).

Reagentes:
PBS pH 7.2
Solug@o Salina Isotdnica com pH 7.2 foi usada como solvente no preparo de
reagentes e diluicdo de amostras.
= 1,48g de Na,HPO, (Fosfato de S6dio Dibdsico)
= (,43g de NaH,PO, (Fosfato de S6dio Monobasico)
= 7gde NaCl
= H,0 destilada ----------- 1 litro
Ajustar em Phmétro para pH 7.2, acrescentar mais Na,HPO, ou Acido Acético se

necessario. Volume final: 1L.

Solucido de estoque ABTS™
Sal diamoénio do 4acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) — ABTS:

Sigma-Aldrich® (A1888).
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A solugdo de estoque ABTS™ foi preparada de 12 a 16h antes das dosagens.
Misturou-se uma solucdo do sal diamoénio ABTS a 7 mM com uma solucdo de persulfato de

potassio (K,S,0g5 — Sigma-Aldrich P5592) cuja concentracao final foi de 2,45 mM.

ClxV1=C2xV2
140mM x 352pL = C x 20.000pL

C=245mM

(A) ABTS 7 mM: 0,0768g --------------- 20 mL de PBS

(B)  K»S,0g 140 mM: 0,7560g ----------- 20 mL de PBS

. Retirar com pipeta automatica 352uL. da solucdo (A) e misturar a esta 352uLL
da solugdo (B):

19,648 ml de (A) + 352 uL* de (B) **

* pipetar 176 uL + 176 uL

** A concentracdo final de (B) nessa mistura serd 2.45 mM

. Foram preparados 20 mL da solugdo de estoque ABTS™.

. A mesma deve permanecer no escuro, em temperatura ambiente (em bancada)
durante 12-16h para formar o radical cdtion ABTS™

= O radical € estdvel por cerca de dois dias estocado desta forma, no escuro, a

. 2
temperatura ambiente”.

Solu¢do de Trabalho de ABTS™

. Misturar a solugdo de estoque ABTS a PBS até que a absorbancia a 734 nm
sejade 0.7 £ 0.02 (concentracdo de ABTS + 47 uM), equilibrada a 30°C.

A expectativa € diluir 2289 uL da solucdo de estoque ABTS em 200 mL de PBS.

. Calibrar espectrofotometro na leitura de 734 nm, zerando com PBS.

. Preparar Erlenmeyer com 200 mL de PBS.

. Comecar com 1800 pL da solu¢do de estoque ABTS, misturar ao PBS,
homogenizar e ler o espectro. Subir ou diluir até atingir valor de leitura de 0.7 + 0.02 a 30°C,
ou seja, de 0,680 a 0,720.

Atingido esse valor estd pronta a solugfo de trabalho ABTS™
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Solucio de estoque de TROLOX (2.5 mM)

Trolox (Aldrich Chemical Co 23,881-3), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-
2-carboxilico.
= Calculo base: 0,647g de TROLOX (Aldrich 23,881-3) em 1L de PBS. S.
= Logo, para 200 mL - 0,1294¢g de Trolox
para 100 mL — 0,0647g de Trolox
= Esta solucdo € estdvel por uma semana quando estocada a 4°C ou 6 meses se

estocada a -20°C.

Preparo do plasma
=  Colher o sangue usando anticoagulante (heparina).
= Centrifugar a 1500 rpm durante 20 minutos.
= Pipetar a camada superficial amarela (correspondente ao plasma)
cuidadosamente.

= Estocar em freezer a -20°C ou em gelo caso seja prontamente analizado.

Dosagem

= Adequamos o método para leitura em espectrofotdmetro em temperatura
ambiente: 25°C.

* O volume final de cada amostragem para leitura serd de 3 mL (3000 pL).

= Se a capacidade anti-oxidante da amostra que se pretende estudar ndo é
conhecida ou se espera que ela seja superior a escala estabelecida na curva padriao (0 a
2,5 mM), € prudente realizar as dosagens da mesma sob diversas dilui¢des.

= Convém que sejam feitas amostragens para leitura em duplicatas (Al e A2)
para termos maior certeza dos resultados, nesse caso aceitar diferencas de até 10% entre a
média das leituras Al e A2. Para a realizacdo da curva padrao, convém que sejam feitas
triplicatas.

= A leitura foi feita em espectrofotometro, a 734 nm.

Leitura
* Em uma cubeta colocar com pipeta automdtica 2970 pL da solucdo de
trabalho ABTS™ outrora preparada. Realizar leitura da absorbancia a 734 nm e anotar o

valor (correspondente a TO).
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= Retirar a cubeta e imediatamente acrescentar 30 pL. da solucdo de trolox
acionando neste exato momento o crondmetro.

* Homogenizar a mistura manualmente por 20 segundos e re-iniciar leitura
(734nm) anotando o valor decorridos exatos 5 minutos (corresponderd a TS).

= Repetir o procedimento para cada solugdo de trolox (tubos de A-F).

= Fazer em triplicata anotando os resultados na tabela do protocolo curva
padrdo da atividade anti-oxidante do trolox. Aceitar diferencas de até 10% entre a média
das absorbancias de Sminutos (T5) e os valores individuais.

= Fazer o mesmo procedimento com as amostras bioldgicas a serem estudadas.
Fazer também um controle branco (com 30 pL de PBS) e um padrao (com 30uL de
Trolox 1mM - feito conforme tubo D no quadro 1). Realizar a dosagem das mesmas em
duplicatas anotando os valores referentes de TO e TS na tabela do protocolo de dosagem
da capacidade anti-oxidante total em equivaléncia ao trolox. Aceitar diferencas de até

10% entre a média das absorbancias de 5 minutos (T5) e os valores individuais.

Obs: para que se evite a realizacdo da curva padrao da atividade anti-oxidante do
trolox todas as vezes que forem quantificadas amostras bioldgicas, utilizar-se-a4 um fator de
corre¢do para a curva padrdo original, conforme sera visto adiante.

Célculo dos resultados

* Defina o Valor Médio da absorbancia em TS5 conforme descrito no item
anterior.

= Calcule a Atividade Anti-oxidante Total (TAA) de cada amostra usando a
seguinte férmula:

TAA=T0-TS5

TO

= Calcule o valor corrigido da Atividade Anti-oxidante total de cada amostra
(TAAc) de cada amostra subtraindo o valor de TAA das amostras biolégicas e do Padrao

do valor de TAA encontrado para o Branco:

TAAc =TAA - TAA do Branco
Obs.: No caso das amostras de trolox em diferentes concentragdes na construcdo da curva

padrdo aplicar: TAAc = TAA - TAA do tubo F
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4. Resultados

4.1 Genotipagem do grupo de Doentes Falciformes

Para detectar as mutagdes presentes no gene f3, analisamos 138 alelos ndo aparentados
e encontramos seis diferentes genodtipos para a DF. Destes, 51 pacientes (74,0%) foram
homozigotos para a Hb S, cinco (7,3%) com a interacao S/Beta” talassemia (CD39), quatro
(5,8%) com S/Beta’ talassemia (IVS-I-6), trés (4,3%) S/Beta” talassemia (IVS-I-110), trés
(4,3%) com a interacdo de S/Beta talassemia, com mutante beta talass€mico ndo identificado
dentre as quatro mutacdes avaliadas e trés (4,3%) com a dupla heterozigose SC (Tabela 12).

De acordo com a frequéncia alélica, dos 138 alelos mutantes avaliados, 120 (86,9%)
foram de alelos B°, 15 (10,9%) de alelos BTal e trés (2,2%) de alelos BC. A distribui¢do dos
alelos mutantes dentro de cada grupo de DF estd demonstrada na Tabela 13 e verificamos que
os alelos BS foram mais frequentes no grupo de SP (93,7%) do que em SJRP (77,6%), e os

alelos beta talass€micos tiveram maior frequéncia em SJRP (20,6%) do que em SP (3,7%).

Tabela 12. Caracterizagio genotipica dos portadores para a DF no grupo de estudo.

Genotipo Sao Paulo S. J. do Rio Preto  Total
SS 35 (87,5%) 16 (55,2%) 51 (74%)
S/B° tal CD39 0 (0,0%) 5 (17,2%) 5(7,3%)
S/B" tal IVS-1-6 2 (5,0%) 2 (7,0%) 4 (5,8%)
S/B* tal IVS-1-110 0 (0,0%) 3 (10,3%) 3 (4,3%)
S/B nio identificado 2 (5,0%) 1(3,5%) 3 (4,3%)
SC 1(2,5%) 2 (7,0%) 3 (4,3%)

Total 40 29 69

Tabela 13. Distribuicao dos alelos mutantes encontrados no grupo de estudo.
Frequéncia Alélica

Alelos Sao Paulo S. J. do Rio Preto Total
pS 75 (93,75%) 45 (77,6%) 120 (86,9%)
™ CD39 0 5 (8,6%) 5 (3,6%)
™ IVS-I-110 0 2 (3,4%) 4 (2,9%)
BT IVS-I-6 2 (2,5%) 3(5,2%) 3(2,2%)
B™ ndo identificado 1 (1,25%) 2 (3,4%) 3(2,2%)
BC 2 (2,5%) 1(1,7%) 3(2,2%)

Total 80 58 138
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Para as préximas etapas do estudo, os DF que apresentaram as muta¢des S/Beta”
talassemia (IVS-1-6) e S/Beta’ talassemia (IVS-I-110) de SJRP, foram agrupados em
“S/Beta™ para melhor eficiéncia das andlises estatisticas. Os S/Beta’ talassemia (IVS-1-6) de
SP, os S/Beta talassemia, com mutante nio identificado, e os Hb SC de SP e de SJRP foram
excluidos do grupo de estudo, exceto para a identificacdo dos haplotipos, por apresentarem
nimero pequeno de pacientes e impossibilitar as comparagdes estatisticas.

Ap6s a caracterizagdo genotipica dos DF, foram avaliados dentro de cada gendtipo e
localidade, alguns dados laboratoriais como: concentracio de Hb F, de Hb A, de Hb S,
numero de leucdcitos e de plaquetas. Esses parametros podem estar relacionados com o
estado oxidativo dos DF, portanto, de acordo com o gendtipo e localidade, esses indices estao
demonstrados na Tabela 14 e comparados estatisticamente na Tabela 15.

As concentragdes de Hb F, independente do genétipo e localidade, estavam acima da
normalidade e, na comparagdo entre os grupos ndo apresentaram diferencga significativa. Os
niveis de Hb S estavam na faixa de 65,4 a 73,0%, e os valores de Hb A, mesmo ndo
apresentando diferenca significativa, tiveram média nos SS de SP e SJRP maior do que nos
outros grupos, sendo essa decorrente de processos transfusionais.

O perfil leucocitdrio dos DF mostrou que no grupo de SP os valores médios de
leucécitos estavam dentro da normalidade e nos de SJRP verificou-se aumento do nimero
total de leucdcitos. A comparagio entre os grupos apresentou diferencga significativa, em que
0s S/ Beta’tal. e SS de SIRP tiveram maiores valores de leucécitos do que os SS de SP.

O nimero de plaquetas dos pacientes SS de SP e dos S/Beta” tal. de SJRP estavam
acima dos valores de referéncia. Comparando entre os grupos, 0s S/Beta’ tal. de SIRP

apresentaram maiores indices do que os SS de SP e S/Beta™"tal. de SJRP.
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Tabela 14. Dados hematolégicos distribuidos por localidade e pelo gendtipo da doenga falciforme.

Sao Paulo Sao José do Rio Peto
SS SS S/B° SIB* Valores de
n=35 n=16 n=5 n=5 Referéncia
6,4 £6,6 5645 11,8254 59+8,0 .
HOE (%) (112342 06-133)  (60-191)  (00-200)  *%0-13
66,0 + 20,8 654238 730119 70,6 +172 .
HbS (%) 304-041)  (256-923) (53.6-83.6)  (40.0—79.7) 0.0
27212 21225 75106 16,4+ 18,6 .
HbA (%) (11 Z61.7 (15-606) (20-265)  (35-493)  0-98
Leucécitos 9,9+24 14,6 £53 16,8 £5.7 126429 0.
10°mm’) (5.3 - 15.6) T1-237)  (13-215)  (97-169) *H6-10
Plaquetass  d610+1324 33361734 54021214 2830588 . ...

(10mm®)  (24,03-794,0) (86,0 —720,0) (414,0-712,0) (206,0 — 365,0)

Dados representados: média + desvio padrdo (minimo e méaximo). M: masculino, F: feminino. *
valores de referéncia: **Hemocentro da Santa Casa de Sao Paulo.* valores de referéncia: BONINI —
DOMINGOS, 2006.

Tabela 15. Comparacido dos dados hematoldgicos entre os gendtipos da doenca falciforme e localidade.

) SP (SS) SP (SS) SP (SS) SJRP (SS) SJRP (SS)  SJRP (S/B )
Indices X X X X X X
SJRP (SS) SJRP(S/B’) SJRP(S/B*) SJRP(S/B’) SJRP(S/B*) SIRP(S/B’)

HbF NS NS NS NS NS NS

HbS NS NS NS NS NS NS

HbA NS NS NS NS NS NS
Leucdcitos p<0,01 p<0,05 NS NS NS NS
Plaquetas p<0,05 NS NS p<0,05 NS p<0,05

SP: Sao Paulo, SJRP: Sdo José do Rio Preto, SS: homozigotos para a Hb S. S/ %: Interacio Hb S/Beta’
talassemia, S/P *: Interagdo Hb S/Beta” talassemia. Valor de p significativo (p<0,05). * teste ANOVA 1
critério para dados paramétricos e teste Kruskal-wallis para ndo paramétricos.

Para andlises comparativas futuras entre o estado oxidativo e o perfil leucocitario,
foram levantados os dados da contagem diferencial de leucdcitos no grupo de DF de SP e
comparados entre os gendtipos. Nos pacientes SS e S/Beta tal., os valores de neutréfilos,
linfécitos e eosindfilos estavam dentro da faixa de referéncia e ndao apresentaram diferenca
significativa entre os genétipos (p=0,4), (p=0,5) e (p=0,88), respectivamente. Os mondcitos
apresentaram a média acima dos valores de referéncia, mas nao houve diferenca significativa
entre eles (p=0,43) (Tabela 16). Para o grupo de SJRP estas informagdes ndo foram

demonstradas, pois ndo constavam nos prontudrios tais dados.



Resultados 75

Tabela 16. Contagem diferencial de leucdcitos em doentes falciformes de Sao Paulo.

Leuchcitos SS S/B*tal IVS-I-6  Valor de
n=35 n=2 Referéncia
Neutréfilos (%) oo o 37-80
Linfécitos (%) s 50 s 10-50
Mondcitos (%) (29’ ’92_-_'-241”10) (;?1,3—i1 }:2) 1-3
Eosindfilo (%) (5',’79 _1“13’5’2) (Zj?, * 2:% 1-7

Dados representados: média + desvio padrdo (minimo - mdximo). Valor de referéncia:
Hemocentro da Santa Casa de Sao Paulo.

Com o intuito de relacionarmos os parametros do ferro com o estresse oxidativo,
avaliamos o perfil do ferro nos genétipos da DF e localidade, com e sem a influéncia do
processo transfusional. Para avaliar a influéncia da transfusdo sanguinea foi calculada a
diferenca entre a data de coleta das amostras e a data da ultima transfusdo, ficando assim,
duas categorias: dentro de 60 dias e apds 60 dias da ultima transfusao.

Para a caracterizacdao do perfil do ferro, no grupo de SP, foi avaliado o indice de
saturacdo de transferrina (IST), capacidade total de ligacdo do ferro (CTCF), ferro sérico e
ferritina sérica. Nos pacientes de SJIRP s foi possivel levantar os valores de ferritina sérica
porque ndo havia informacdes sobre os outros parametros laboratoriais.

Os doentes falciformes que receberam transfusdo sanguinea dentro de 60 dias
apresentaram valores médios de ferritina acima da normalidade. Houve diferenca significativa
entre os pacientes SS de SP e de SJRP (p=0,02), com os pacientes de SJRP apresentando
niveis de ferritina maiores do que os de SP. Observamos valores acima da normalidade para o
indice de saturacdo de transferrina (IST) e valores do ferro nos SS de SP. Para a capacidade
total de ligacdo do ferro (CTCF) os valores estavam na faixa de normalidade. Dos 24 SS de
SP, 18 (70,0%) pacientes utilizavam a quelacao do ferro, e dos sete SS de SIRP, trés (42,8%)
fazia o uso de quelante de ferro.

No grupo de pacientes que receberam a ultima transfusdo em periodo superior a 60
dias, os SS de SP apresentaram valores do IST e CTCF dentro dos valores de referéncia. Os
valores de ferritina de todos os doentes estavam acima da normalidade e somente houve
diferenca significativa entre os SS de SP e os S/Beta® tal. de SJRP (p=0,02), na qual os
valores de ferritina dos SS de SP foram maiores do que os S/Beta” tal. de SJRP. Dos 11 SS de

SP, oito (72,7%) doentes utilizavam quelantes de ferro e, nenhum dos pacientes de SJIRP
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utilizava quelagdo do ferro. Como ndo houve diferenca estatistica nos valores de ferritina
entre os pacientes SS, S/Beta* tal. e S/Beta’ tal. de SJRP o consideramos um tnico grupo com
17 pacientes.

Ap6s as andlises do perfil do ferro dentro das categorias do periodo de transfusdo,
avaliamos o perfil do ferro entre os gendtipos, com e sem a influéncia do processo
transfusional. No grupo de SP houve diferenca estatistica nas médias do indice de saturagdo
de transferrina, do valor do ferro e da ferritina dos pacientes transfundidos dentro e acima dos
60 dias. No grupo de SJRP o valor de ferritina teve diferenca estatistica entre os pacientes
transfundidos dentro e acima dos 60 dias. (Tabela 17).

Além dos parametros do ferro, no grupo de SP, avaliamos os valores da proteina C
reativa para verificar a interferéncia de processos inflamatérios/infecciosos no perfil do ferro,
especialmente nos valores de ferritina, e verificamos que os valores médios para proteina C
reativa médios estavam dentro do valor de referéncia, 1,0 = 0,6 mg/dL (valor de referéncia:

até 1 mg/dL).

Tabela 17. Comparacdo do perfil do ferro dentro e apds o intervalo de 60 dias da data
da dltima transfusao.

Sao Paulo
Dentro de 60 dias Acima 60 dias
" SS SS
Parametros n=24 n=11 Valor de p
IST (%) 59,9 +17,7 45,8 + 18,8 p=0,01
Ferro (mcg/dL) 174,4 £ 75,2 116,8 £ 52,7 p=0,01
Ferritina (ng/mL) 2644,4 + 1886,8 1744,8 + 926,6 p=0,03
CTCF (mcg/dL) 293,5 +101,6 287,6 = 88,3 p=0,44
Média de dias 30,3 863,0
Sao José do Rio Preto Valor de p
Dentro de 60 dias Acima 60 dias
Parametros SS SS+ S/Beta
n=7 n=17

Ferritina (ng/mL) 4467,6 + 2527,1 783,3+6034 p=2X10"

Meédia de dias 36,0 623,6

Dados representados: média + desvio padrido. Valor de p significativo (p<0,05).
*Valor de referéncia: IST (20-50%), Ferro (65-170 mcg/dL. Masc. e 50-170 mcg/dL
Fem.) Ferritina (28-397 ng/mL Masc. e 6-159 ng/mL Fem.), CTCF (250-410 mcg/dL).
Hemocentro da Santa Casa de Sdo Paulo. IST: indice de saturacdo de transferrina,
CTCEF: capacidade total de ligacdo do ferro.
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4.2 Identificacao dos Haplotipos do cluster 8

A andlise dos haplétipos nos individuos duplo heterozigotos, Hb SC, ndo foi realizada
devido ao nimero pequeno de pacientes e também por seguir outro critério de classificacao
diferente das utilizadas para os alelos BS e BTal. No entanto, apds a exclusdo dos Hb SC, o
numero de pacientes avaliados diminuiu ficando 39 para Sao Paulo e 27 para Sao José do Rio
Preto.

Foram encontrados para o alelo B° 10 tipos de haplétipos diferentes: bantu, benin,
camardes, e cinco atipicos com diferentes padroes de digestdo. Para o alelo BTal foram
identificados cinco tipos diferentes: os haplotipos I, 11, V e dois atipicos com padrdes distintos
de digestdo. Os sitios polimoérficos dos haplétipos atipicos estdo representados na Tabela 18, e
foram denominados pelos nimeros 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, pois cada um deles possui uma
combinacdo de sitios polimorficos Unicos e ndo se enquadram em nenhuma classificacao
estudada.

Tabela 18. Caracterizagdo dos alelos atipicos dos haplétipos p° e p™'-

Haplétipo p° Xmn1  Hind 111 Hinc 11 Hinf 1

piotip 50y G yG  yA ¥ 3 yp 5B
Atipico 1 - - - - + +
Atipico 2 - + + - - -
Atipico 3 - + - + + -
Atipico 4 + - - + + -
Atipico 5 - - - - - -

Haplétipo p™ Hind 111 Hinc 11 Avall BamH1

v oyt ¥R 3yp B 3B
Atipico 6 + - - - + +
Atipico 7 + - - + + +

A distribui¢do genotipica dos haplétipos B° / B°, de acordo com a localidade, estd
representada na Tabela 19. Foram identificados 28 (42,4%) Bantu/Bantu, 12 (18,2%)
Bantu/Benin, quatro (6,0%) Benin/Benin, quatro (6,0%) Bantu/Atipico e dois (2,0%)
Benin/Atipico.

Tal encontrados nos individuos

A Tabela 20 mostra os gendtipos dos haplétipos B° / B
com interacdo S/Beta talassemia. Nos S/Beta” tal a combinacdo genotipica Bantu/Atp6 foi a

mais frequente, o haplétipo Benin/I, Camardes/Atp7, Bantu/Atp6, Bantu/l e Benin/I tiveram



Resultados 78

um representante de cada. Nos S/Beta’ tal o haplétipo Benin/II foi encontrado em quatro

representantes e o haplotipo Bantu/II em apenas um.

Tabela 19. Frequéncia dos haplétipos B° / B° por localidade e no total dos pacientes.

Genotipos Haplotipos Sao Paulo S. J. do Rio Preto Total
SS Bantu/Bantu 18 (46,2%) 10 (37,0%) 28 (42,4%)
SS Bantu/Benin 8 (20,5%) 4 (14,8%) 12 (18,2%)
SS Benin/Benin 4 (10,2%) - 4 (6,0%)
SS Bantu/Atp1 2 (5,1%) - 2 (2,0%)
SS Bantu/Atp2 1(2,6%) - 1 (1,0%)
SS Bantu/Atp3 1 (2,6%) - 1 (1,0%)
SS Benin/Atp4 1(2,6%) - 1 (1,0%)
SS Benin/Atp5 - 2 (7,4%) 2 (2,0%)
66 (100%)

Atp: atipico. Atp 1, 2, 3, 4 e 5: haplétipos atipicos com diferentes sitios polimérficos.

Tal

Tabela 20. Frequéncia dos haplétipos B° / B

Haplétipos

Gendétipos BS BTal Sao Paulo S. J. do Rio Preto Total
S/B* tal IVS-I-6 Bantu  Atp6 1(2,6%) 1(3,7%) 2 (3,0%)
S/B* tal IVS-1-6 Benin I 1(2,6%) - 1(1,5%)
S/B* tal IVS-1-6 Cam  Atp7 - 1(3,7%) 1(1,5%)
S/B* tal IVS-I-110  Bantu  Atp6 - 1(3,7%) 1(1,5%)
S/B* tal IVS-I-110  Bantu I - 1(3,7%) 1(1,5%)
S/B* tal IVS-I-110  Benin I - 1(3,7%) 1(1,5%)
S/p”tal CD39 Benin II - 4 (14,8%) 4 (6,0%)
S/p”tal CD39 Bantu II - 1(3,7%) 1(1,5%)
S/B ndo identificado  Bantu  Atp6 1(2,6%) 1 (3,7%) 2 (3,0%)
S/B ndo identificado  Bantu \" 1(2,6%) - 1(1,5%)

66 (100%)

Atp: atipico. Cam: Camardes. Atp 6 e 7: haplétipos atipicos com diferentes padrdes polimoérficos.
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Do total de 132 cromossomos analisados foram identificados, para os haplotipos BS,
80 (60,6%) alelos Bantu, 29 (22,0%) Benin, um (0,75%) Camardes e sete (5,3%) atipicos,
dois com o mesmo padrdo e cinco com padrdes polimorficos diferentes. Para os haplétipos
BTal, cinco (3,8%) foram do tipo II, um (0,75%) do tipo I, um (0,75%) do tipo V e seis (4,5%)
atipicos, cinco com o mesmo padrdo e dois com padrdes diferentes, estes resultados estdao
representados na Tabela 21.

A relacdio entre a expressdo de Hb F correspondente ao haplétipo gene B° e/ou p™

herdado e os pacientes que utilizam a hidroxiureia no tratamento da DF independente da

localidade, pode ser observada na Tabela 22.

Tal

Tabela 21. Frequéncia dos alelos B° e B™ encontrados no grupo de estudo.

Haplétipo p° Sao Paulo S. J. do Rio Preto Total
Bantu 51 (65,4%) 29 (53,7%) 80 (60,6%)
Benin 18 (23,1%) 11 (20,4%) 29 (22,0%)

Camardes - 1 (1,8%) 1 (0,75%)
Atipico 1 2 (2,6%) - 2 (1,5%)
Atipico 2 1(1,3%) - 1 (0,75%)
Atipico 3 1 (1,3%) - 1 (0,75%)
Atipico 4 1 (1,3%) - 1 (0,75%)
Atipico 5 - 2 (3,7%) 2 (1,5%)
Haplétipo p

I 1 (1,3%) 2 (3,7%) 1 (0,75%)

II - 5(9,2%) 5 (3,8%)

\Y% 1 (1,3%) - 1 (0,75%)
Atipico 6 2 (2,6%) 3 (5,5%) 5(3,8%)
Atipico 7 - 1 (1,8%) 1 (0,75%)

Total 78 54 132
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Tabela 22. Concentracio de Hb F de acordo com os haplétipos e uso de hidroxiureia, nos DF de
ambas as localidades.

" " Hb F Hb F
Genotipos Haplétipos N com HU N sem HU
5,6 £4,2 3,9+27
SS Bantu/Bantu 7 (12-127) 21 0.6 10.8)
. 10,2 £ 6,2 88+114
SS Bantu/Benin 4 (14— 15.7) 8 (1.1-342)
: . 7,7+7,7 2,7+0,3
SS Benin/Benin 2 22-132) 2 (2.5-3.0)
9,2 + 6,4
SS Bantu/Atpl - - 2 (4,7-13,7)
SS Bantu/Atp2 1 7,7 - -
SS Bantu/Atp3 1 39 - -
SS Benin/Atp4 - - 1 15,8
] 7.4 +8,4
SS Benin/AtpS - - 2 (14— 13,3)
o S Tal Hb F Hb F
Genétipos B p N com HU N sem HU
. 9,6 £9,0
S/B™ tal Bantu  Atpb6 - - 3 (4,2 —20,0)
N : 2,5+0,1
S/B* tal Benin I - - 2 (2,4 -2.6)
S/B* tal Cam  Atp7 - - 1 0,0
S/B* tal Bantu I - - 1 3,1
0 , 12,4 +£5,8
S/B” tal Benin II 3 (8.6 19.1) 1 15,8
S/p°tal Bantu II 1 6,0 - -
et 83+14
S/B ndo identificados ~ Bantu  Atp6 2 (73-93)
S/P ndo identificados  Bantu II - - 1 33
S/B nfo identificados ~ Bantu \% 1 1,5

Dados apresentados: Média + Desvio Padrdo (Minimo - Mdximo)
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Com os subgrupos formados (haplétipo e uso de hidroxiureia) e (haplétipo e sem o
uso de hidroxiureia), aqueles que tinham o nimero de pacientes maior que dois, tiveram o0s
valores de Hb F comparados dentro e entre cada subgrupo.

Para analisar a interferéncia dos haplétipos na concentracao de Hb F comparamos os
valores de Hb F entre os hapldtipos Bantu/Bantu e Bantu/Benin que faziam o uso da
hidroxiureia, e entre os que ndo usavam hidroxiureia (Tabela 23). No entanto, ndo houve
diferenca significativa entre eles, (p=0,15) (p=0,33), respectivamente.

Apesar de ndo termos observado diferenca significativa na comparagdo entre os
grupos com e sem o uso de HU dentro dos mesmos hapldtipos, houve um acréscimo nas
médias de Hb F nos pacientes que usam a HU do que aqueles que ndo usam a HU (Tabela
24).

Na caracterizacdo dos haplétipos encontramos uma paciente de 20 anos de idade,
homozigota para a Hb S e com concentragdo de Hb F de 15,8%. Ela ndo usava hidroxiureia e
nem estava sob regime regular transfusional. Nunca apresentou manifestacdes cronicas da
anemia falciforme, somente crises de dor de intensidade leve. Analisando os sitios polimérficos
do gene B verificou-se a presenca do haplétipo Bantu/Atp4, em que o alelo atipico apresentou o

sitio Xmn I na regiao 5°yC.

Tabela 23. Anilise da interferéncia dos haplétipos na expressdo da Hb F.

Lo " Hb F Lo Lo Hb F
Gendtipos  Haplotipos N com HU Gendtipos Haplétipos N sem HU
SS Bantu/Bantu 7 5,6 +4,2 SS Bantu/Bantu 21  3,9+2,7
SS Bantu/Benin 4 10,2 £6,2 SS Bantu/Benin 8 8,8+114
S/B0 tal Benin/II 3 124%58 S/B* tal Bantu/Atp6 3 9,6 +9,0
Valor de p p=0,15 Valor de p p=0,33

Dados apresentados: Média + Desvio Padrdo. Valor de p significativo (p<0,05).

Tabela 24. Andlise da interferéncia da hidroxiureia na expressdo de Hb F entre os haplétipos

Lo " Hb F Hb F

Gendtipos  Haplotipos N com HU sem HU Valor de p
SS Bantu/Bantu 7 5,6 £4,2 21 39+27 p=0,12
SS Bantu/Benin 4 10,2 £ 6,2 8 8,8+114 p=0,41

Dados apresentados: Média + Desvio Padrdo (Minimo - Maximo). Valor de p significativo
(p<0,05).
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4.3 Avaliacao da peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante

4.3.1 Tempo 1 (T1) de analise

Para avaliar a peroxidagdo lipidica e a capacidade antioxidante nos doentes
falciformes, primeiramente verificamos se a idade e o género influenciariam nos valores de
TBARS e TEAC entre os doentes. Para tanto, classificamos os individuos em trés faixas
etarias (9-20, 21-30 e 31-50 anos), correlacionamos com o género e valor de TBARS pelo
teste ANOVA Fatorial, e verificamos que ndo houve diferenca estatistica significante entre os
doentes, tanto para SP quanto SJRP, (p=0,18) e (p=0,58) respectivamente. Para os valores de
TEAC também correlacionamos com a idade e género e ndo observamos diferenca
estatisticamente significante dentro dos grupos de pacientes de cada localidade, (p=0,22) para
SP e (p=0,40) para SJRP.

Ap6s verificar que os valores de TBARS e TEAC ndo apresentaram diferencas
estatisticas conforme a idade e gé€nero, analisamos se havia diferenca entre os gendétipos e os
valores de TBARS e TEAC, separados por localidade.

Para a peroxidagdo lipidica verificamos que todos os valores médios de TBARS
estavam acima da normalidade, no entanto, houve diferenca significativa (p=0,03), em que a
peroxidacdo lipidica foi maior nos SS de SJRP quando comparados com os SS de SP e os
S/Beta’ tal. de SJRP (Figura 17).

Para a capacidade antioxidante, os DF de SJRP apresentaram os valores de TEAC
dentro do intervalo de referéncia, e os SS de SP média de 2,25 + 0,08. Comparando os valores
de TEAC entre os genétipos, encontramos diferenca significante (p=0,006), em que os SS de

SP apresentaram maior capacidade antioxidante em relagcdo aos SS de SJRP (Figura 18).
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Figura 17. Comparagdo dos valores de TBARS entre os gendtipos e localidade dos doentes
falciformes no Tempo 1 de andlise. # p<0,05 comparado com Hb SS de SP e Hb S/B° de SIRP. Valor
de referéncia: 0-440ng/mL
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Figura 18. Comparacdo dos valores de TEAC entre os genétipos e localidade dos doentes falciformes
no Tempo 1 de andlise. # p<0,05 comparado com Hb SS de SJRP. Valor de referéncia: 2,02-2,22
mM/L (TUKAMOTO-JUNIOR, 2008).
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A relagdo do ferro com o estado oxidativo nos DF foi avaliada em dois grupos com
quantidade de ferro diferente devido ao processo transfusional. Os pacientes foram separados
em: pacientes transfundidos dentro de 60 dias e pacientes transfundidos acima de 60 dias.
Para os pacientes de SP, encontramos diferenca significante no perfil do ferro para os
parametros IST (p=0,01), ferro sérico (p=0,01) e ferritina (p=0,03). Para os pacientes de
SJRP, em que foram avaliados somente a ferritina o valor de p foi 2 X 10*. Visando
relacionar o perfil do ferro ao estresse oxidativo em cada grupo, ndo observamos diferenca
significativa entre os diferentes periodos transfusionais, tanto para TBARS (p=0,28) quanto
para TEAC (p=0,08), em pacientes de SP. Para o grupo de SJRP encontramos diferenga para
os valores de TEAC (p=0,01), em que a capacidade antioxidante foi maior no grupo com
transfusdes hd mais de 60 dias comparado com os que receberam transfusdo dentro de 60
dias. Para verificar se existia uma relagdo de causa e efeito entre o perfil do ferro e os valores
de TBARS e TEAC, utilizamos a andlise de regressdo linear simples, dentro de cada
parametro do ferro, distribuidos nos dois periodos transfusionais. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 25 e 26.

No grupo de SP, houve uma relacdo de causa e efeito do valor do ferro sérico e
TBARS do grupo de pacientes transfundidos dentro de 60 dias, e no grupo de SJRP, a relagdo
existente foi entre os valores de TEAC e os niveis de ferritina sérica nos pacientes
transfundidos acima de 60 dias.

Os pacientes SS, S/Beta* tal. e S/Beta’ tal., de SJRP, foram colocados em um dnico
grupo devido a ndo diferenga estatistica encontrada nos valores de ferritina entre os doentes

transfundidos acima de 60 dias (n=17).

Tabela 25. Andlise de regressdo linear simples entre os valores de ferritina e os indices do estado
oxidativo em doentes falciformes de SIRP.

Dentro de 60 dias Acima 60 dias
SS (n=7) SS+ S/Beta (n=17)
TBARS TEAC TBARS TEAC
Parametros 1049 + 592 2,09 £ 0,07 Parametros 802 +400 2,19 +0,11
(576 —2362) (1,96-2,14) (335-1930) (2,02-2,48)
Ferritina Ferritina
p=0,23 p= 0,67 p= 0,59 p=0,03
4467,6 £2527,1  p2_563  R'=0,038 8336034 22 019  R=0,265
(1380,0 — 7805,0) (148,0-2632,0)

Dados representados: média + desvio padrdo (minimo e méaximo). Valor de p significativo (p<0,05),
R’: coeficiente de determinaco.
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Tabela 26. Andlise de regressdo linear simples entre os parametros de ferro e os
indices do estado oxidativo em doentes falciformes de SP.
SS (n=24) Dentro de 60 dias

IST Ferro Ferritina
59,9 +17,7 174,4 + 75,2 2644,4 + 1886,8
(24,0 - 84,0) (72,0— 423,0) (344,0 — 7885,0)
TBARS p=0,78 p=0,02 p=0,16
726 + 253 R’= 0,003 R’=0,210 R’=0,086
TEAC p=0,53 p=0,58 p=0,74
2,24 +0,09 R*=0,018 R*=0,014 R*=0,005
SS (n=11) Acima 60 dias
IST Ferro Ferritina
45,8 +18,8 116,8 + 52,7 1744.,8 + 926,6
(14,0 - 78,0) (33,0 - 215,0) (149,0 — 2600,0)
TBARS p=0,34 p=0,61 p=0,12
678 + 170 R’=0,101 R’= 0,087 R*=0,237
TEAC p=0,15 p=0,93 p= 0,91
2,28 £ 0,02 R*=0,210 R*=0,001 R*=0,001

Dados representados: média = desvio padrdo (minimo e mdximo). Valor de p
significativo (p<0,05), R*: coeficiente de determinagio. Valor de referéncia: IST (20-
50%), Ferro (65-170 mcg/dL. Masc. e 50-170 mcg/dL. Fem.) Ferritina (28-397 ng/mL
Masc. e 6-159 ng/mL Fem.), CTCF (250-410 mcg/dL). *Hemocentro da Santa Casa
de Sao Paulo.

Na relacido da medicagdo especifica/tratamento com o estado oxidativo dos pacientes,
separamos os DF por genétipo e localidade, uma vez que estas varidveis apresentam diferenca
significativa nos valores de TBARS e TEAC, e formamos os seguintes grupos:

Para o grupo de SP, como ndo houve diferenca significativa nos valores de TBARS e
TEAC entre os pacientes transfundidos dentro e acima de 60 dias e por ter a maior parte de
individuos SS, o grupo ficou representado por 35 doentes. Destes, 17 estavam em regime
transfusional sob o uso do quelante de ferro deferasirox com média de 56,1 + 35,5 dias de
exposicdo ao medicamento, nove estavam sob o uso do deferasirox (DFX) e de hidroxiureia
(HU), sete sem o uso de medicacao especifica (SME) e dois sob o uso de HU.

Para o grupo de SIRP, entre os genétipos SS e S/Beta’ tal. houve diferenca estatistica
nos valores de TBARS e TEAC, assim, apds essa andlise, o grupo, de acordo com a
medicacdo especifica e gen6tipo, ficou representado por 15 doentes (SS e S/Beta” tal.) sem o
uso de medicacdo especifica, cinco S/Beta’ tal. sob o uso de HU e trés SS com o uso de HU.
Devido ao nimero pequeno de pacientes nos subgrupos assim formados, gendtipo e
medicacao/tratamento, alguns pacientes ficaram fora dessas andlises sendo de SJRP dois SS

que usavam desferroxamina e hidroxiureia € um SS que usava o DFX.
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A avaliagdo dos valores de TBARS e TEAC com a medicagdo/tratamento especifico
dentro de cada localidade esta representado na Tabela 27.

No grupo de DF de SP, entre os diferentes tipos de medicagao/tratamento, houve
diferenca estatistica nos valores de TBARS (p=0,02), mostrando menor peroxidacdo lipidica
nos individuos que utilizavam o DFX e HU. Entre o grupo que usava o DFX e o grupo SME
nao encontramos diferenca significativa. Os valores de TEAC ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos segundo os tratamentos, porém todos os valores médios de
TEAC estavam acima da normalidade (p=0,58).

No grupo de SJRP, os valores de TBARS e TEAC ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os subgrupos segundo a medicagdo/tratamento, (p=0,15) e (p=0,77),
respectivamente.

Ap6s a comparacao dentro de cada localidade, avaliamos entre as duas localidades e o
tipo de medicacdo/tratamento os valores de TBARS e TEAC. Observamos diferencga
estatisticamente significante entre os grupos de SP e de SJRP (p=0,03), em que os pacientes
de SP que estavam sob o uso de DFX e HU apresentaram menor peroxidacdo lipidica em
comparacao com os doentes SME de SP e de SJRP, e aqueles doentes de SP que s6 utilizavam
o DFX. Outra diferenca encontrada foi nos SS de SJRP sem medicagdo especifica que tiveram
os valores médios de TBARS acima dos S/Beta’ tal. de SJRP sob o uso de HU (Figura 19).

A avaliacdo estatistica para os valores de TEAC entre as localidades e os tipos de
medicacao/tratamento demonstrou que o grupo com uso de DFX de SP apresentou maior
capacidade antioxidante em relacdo ao grupo SME de SJRP. O grupo SME de SP apresentou
maior capacidade antioxidante em rela¢do ao grupo SME de SJRP (p=0,03) (Figura 20).

Tabela 27. Avaliacdo da peroxidacio lipidica e capacidade antioxidante nos doentes falciformes de
acordo com a medicao/tratamento e localidade.

SP (n=35) SJRP (n=23)
Medicagio N  TBARS TEAC N TBARS TEAC
Tratamento
ES
Hidroxiureia  (2) 776344 2,28 +0,01 (3)F 885426  2,19+0,11
(5)%* 569 +141  2,15+2,08
Deferasirox (17) 756 £269 2,26 +0,09 - - -
Deferasirox + HU (9) 559 +128 2,22 +0,07 - - -
SME (7)  775+£122 227 +0,05 15 968+556 2,18 +0,12
Valor de p p=0,02 p=0,58 p=0,15 p=0,77

Dados representados: média

+ desvio padrido. Valor de p significativo (p<0,05). Valores de
normalidade: TBARS (0-440ng/mL) e #TEAC (2,02-2,22 mM/L). HU: hidroxiureia, SME: sem
medicacdo especifica. * Hb SS de SJRP. **Hb S/Beta’ de STRP. # TUKAMOTO-JUNIOR, 2008
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ApOs a avaliag@o do estresse oxidativo para a varidvel medicacdo/tratamento entre as
localidades, levantamos o nimero total de leucécitos em cada subgrupo e correlacionamos
com os valores de TBARS e TEAC, com o intuito de verificar se esses parametros tém
influéncia no aumento destas células, uma vez que o estresse oxidativo é um fator que pode
estar envolvido no recrutamento de leucdcitos. Os SS de SJRP que usavam a HU ndo foram
correlacionados com o numero de leucdcitos porque apresentaram trés individuos,
impossibilitando esta andlise estatistica. A unica correlacdo com diferenca estatisticamente
significativa foi no grupo de doentes falciformes de SJRP sem medicacdo especifica, com
correlagdo significativa (p=0,04) e (r=0,54), entre o numero de leucdcitos totais e a

capacidade antioxidante (Tabela 28 e Figura 21).

Tabela 28. Correlacdo entre o nimero de leucdcitos totais € TBARS e TEAC dentro de cada
subgrupo.

Sao Paulo Sao José do Rio Preto
DFX DFX + HU SME HU SME
(N=17) (N=9) (N=7) (N=5) (N=15)
TBARS 756 £269 559 + 128 775 + 122 569 + 141 968 + 556
(ng/mL)
Leucocitos 14634216 890+274 10532247 16,80 £5,69 14,02 4,93
(10°.mm")
Valor de p p=0,62 p=0,62 p=0,96 p=0,56 p=0,23
Valor de r r=0,11 r=0,21 r=0,01 r=-0,34 r=0,32
gnlf\fbf) 226+0,09 222+0,07 2,28 +0,03 2,15+0,10 2,18+0,12
Leucdcitos ;363,516 890+274 10,53 %247 16,80 5,69 14,02 +4,93
(10°.mm")
Valor de p p=0,62 p=0,95 p=0,99 p=0,17 p=0,04
Valor de r r=-0,02 r=0,02 r=0,01 r=0,71 r=0,54

Dados representados: média + desvio padrdo. Valor de p significativo (p<0,05). Valores de
normalidade: TBARS (0-440ng/mL), #TEAC (2,02-2,22 mM/L) e Leucdcitos totais (4,6-10,2
10°.mm®). HU: hidroxiureia, SME: sem medicacio especifica, DFX: deferasirox. r: coeficiente de
correlagdo, Pearson para dados paramétricos e Sperman para dados ndo-paramétricos.
TUKAMOTO-JUNIOR, 2008
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Figura 21. Correlacdo entre o numero total de leucécitos e capacidade antioxidante nos doentes
falciformes sem medicacgao especifica de Sdo José do Rio Preto. r: coeficiente de correlagao.

Para o grupo de SP, considerando a contagem diferencial de leucdcitos, analisamos as
células do perfil leucocitirio que estavam acima do valor de normalidade e as
correlacionamos com os valores de TBARS e TEAC. Somente os valores de mondcitos
estavam acima da faixa de normalidade em todos os subgrupos segundo o uso de
medicacao/tratamento. No entanto, aplicando o teste de correlacdo linear, verificamos que os
valores de TBARS, nos pacientes sem medicacao/tratamento especifico, e a porcentagem de
mondcitos apresentaram uma correlagdo linear forte, demonstrando que o aumento da

porcentagem de mondcitos € proporcional ao aumento de TBARS (Tabela 29 e Figura 22).

Tabela 29. Correlagdo entre a porcentagem de mondcitos, TBARS e TEAC nos pacientes de SP.
TBARS Mondcitos  p r TEAC Mondcitos p r

DFX 756269 79%42 . 226£009 79%42 . _
(N=17)  (361-1450) (2.921,0) P=01% =036 507040 @921 PO =036

DFX+HU 559+128 8,0+3,2
(N=9) (379-809) (4,0-15,0) (2,12-2,32)  (4,0-15,0)
SME 775+122 10,9+24 228+0,03 109+24 _
(N=7)  (580-920) (7.0-15.2) P=0:02 r=0.80 55y 530y (70-152) P=0# =035

Dados representados: média + desvio padrao (minimo e méaximo). Valor de p significativo (p<0,05).

Valores de normalidade: TBARS (0-440ng/mL), #TEAC (2,02-2,22 mM/L) e Mondcitos (1-3 %). HU:

hidroxiureia, SME: sem medicacdo especifica, DFX: deferasirox. r: coeficiente de correlagdo, Pearson

para dados paramétricos e Sperman para dados ndo-paramétricos. # TUKAMOTO-JUNIOR, 2008.

222+0,07 8,032

p=058, r=021 p=011 r=0,55
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Figura 22. Correlacdo entre a porcentagem de mondécitos e peroxidacdo lipidica nos doentes
falciformes sem medicacgao especifica de Sdo Paulo. r: coeficiente de correlacio.

Os pacientes SS de SP e S/Beta’ tal. de STRP que apresentaram o nimero de plaquetas
acima da normalidade foram separados, de acordo com o uso de medicamento/tratamento, e
correlacionamos com os valores de TBARS e TEAC. Porém, apds as andlises estatisticas ndo
encontramos nenhuma correlacdo significativa entre nimero de plaquetas, peroxidacdo

lipidica e capacidade antioxidante (Tabela 30).
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Tabela 30. Correlagdo entre o nimero de plaquetas e TBARS e TEAC dentro de cada subgrupo
para uso de medicagao.

Sao Paulo Sao José do Rio Preto
SS S/Beta’
DFX DFX + HU SME HU
(N=17) (N=9) (N=7) (N=5)
TBARS 756 + 269 559 + 128 775 £ 122 569 + 141
(ng/mL) (361-1450) (379-809) (580-930) (335-706)
Plaquetas 487,1 + 124,1 434,1 +159,3 413,0 £ 130,5 540,2 + 1214
(10°/mm®) (289,0-794,0) (243,0-778,0)  (317,0-649,0) (414,0-712,0)
Valor de p p=0,22 p=0,77 p=0,37 p=0,65
Valor de r r=-0,31 r=0,11 r=-0,40 r=-0270
TEAC 2,26 = 0,09 2,22 +0,07 2,28 0,03 2,14 £ 0,09
(mM/L) (2,07-2,40) (2,12-2,32) (2,22-2,32) (2,02-2,26)
Plaquetas 487,1 + 124,1 434,1 +159,3 413,0 £130,5 540,2 + 1214
(10°/mm?) (289,0-794,0) (243,0-778,0)  (317,0-649,0) (414,0-712,0)
Valor de p p=043 p=0,32 p=0,11 p=0,74
Valor de r r=0,20 r=0,36 r=-0,65 r=-0,19

Dados representados: média + desvio padrdo (minimo e méximo). Valor de p significativo
(p<0,05). Valores de normalidade: TBARS (0-440ng/mL), TEAC (2,02-2,22 mM/L) e Plaquetas
(142-424 10°*/mm’). HU: hidroxiureia, SME: sem medicagdo especifica, DFX: deferasirox. r:
coeficiente de correlagdo, Pearson para dados paramétricos e Sperman para dados ndo-

paramétricos.

Nas andlises envolvendo os haplétipos e o estado oxidativo, comparamos os valores

de TBARS e TEAC dos doentes com o mesmo haplotipo, com e sem o efeito da hidroxiureia,

e entre os diferentes haplétipos com e sem o uso de hidroxiureia (Tabela 31 e Tabela 32).

Apesar do resultado das anélises ndo apresentarem diferencgas significativas, tanto o haplétipo

Bantu/Bantu quanto Bantu/Benin apresentaram valores médios de TBARS acima dos valores

de normalidade, independente do uso de hidroxiureia, demonstrando, assim, uma maior

peroxidacdo lipidica nesses individuos.

Tabela 31. Andlise do TBARS entre os haplétipos, com e sem o uso de hidroxiureia, e

dentro do mesmo haplétipo com e sem o uso da hidroxiureia.

com HU sem HU
Gendtipos  Haplotipos N TBARS N TBARS Valor de p
710 + 339 889 + 343 _
SS Bantu/Bantu 7 (379-1376) 21 (361-1930) p=0,12
. 557 £ 55 940 + 607 _
SS Bantu/Benin 4 (478-600) 8 (478-2362) p=0,08
Valor de p p=0,17 p=0,38 -

Dados representados: média + desvio padrdo (minimo e maximo). Valor de p
significativo (p<0,05). Valores de normalidade: TBARS (0-440ng/mL), #TEAC (2,02-
2,22 mM/L). # TUKAMOTO-JUNIOR, 2008.
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Tabela 32. Andlise do TEAC entre os haplétipos, com e sem o uso de hidroxiureia, e
dentro do mesmo haplétipo com e sem o uso da hidroxiureia.

com HU sem HU
Genotipos  Haplétipos N TEAC N TEAC Valor de p
2,17 £ 0,12 2,25 +0,11 _
SS Bantu/Bantu 7 (1.96 — 2.32) 21 (2.07-2.48) p=0,06
. 2,25 0,09 2,19 £ 0,09 _
SS Bantu/Benin 4 (2.12-2.32) 8 (2.03-2.30) p=0,16
Valor de p p=0,14 p=0,09 -

Dados representados: média = desvio padrdo (minimo e mdximo). Valor de p
significativo (p<0,05). Valores de normalidade: TBARS (0-440ng/mL), #TEAC (2,02-
2,22 mM/L). Grupos com o nimero de pacientes < 2 ndo foram demonstrados.
#TUKAMOTO-JUNIOR, 2008.

4.3.2 Tempo 2 (T2) de analise

O Tempo dois (T2) de andlise, como descrito na casuistica, foi constituido de 55
doentes falciformes. No entanto, para o grupo de SP, dos 40 pacientes, foram recoletadas 33
amostras e dos 29 DF de SJRP foram recoletadas 22 amostras. De acordo com o genétipos da

DF o T2 foi constituido dos seguintes doentes falciformes (Tabela 33).

Tabela 33. Caracterizacdo do niimero de doentes falciformes envolvidos no T1 e no
T2, reparados pelo gendtipo e localidade.

. Sao Paulo Sao José do Rio Preto
Genotipo

T1 T2 T1 T2

SS 35 29 16 13
S/B° tal CD39 - - 5 4
S/B* tal IVS-1-6 2 2 2 1
S/B* tal IVS-1-110 - - 3 3
S/B néo identificado 2 2 1 1
SC 1 0 2 0

Total 40 33 29 22

Para as préximas etapas do estudo, como realizado no T1, os S/Beta” tal. (IVS-I-6) e
S/Beta’ tal. (IVS-I-110) de SIRP, foram agrupados em “S/Beta™ para o auxilio das an4lises
estatisticas. Os S/Beta tal., com mutante Beta tal ndo identificado, de SP e de SJRP foram
excluidos do grupo de estudo, por apresentarem nimero pequeno de pacientes e também pela
ndo caracterizagao do alelo Beta tal. mutante.

Em relagdo ao nimero de leucdcitos e de plaquetas foram avaliados os valores médios

dentro de cada genétipo e localidade, para verificar se estes dados diferiram do T1 de analise.
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No entanto, o perfil leucocitario dos DF mostrou que no grupo de SP os valores médios de
leucdcitos estavam dentro da normalidade e nos de SJRP, independente do gendtipo,
apresentou os valores acima da referéncia. A comparacio entre os grupos mostrou diferenca
significativa (p=0,0003), em que todos os DF de SJRP tiveram ndmeros de leucdcitos
maiores do que os SS de SP.

O numero de plaquetas dos pacientes SS de SP e dos S/Beta’ tal. de SIRP estavam
acima dos valores de referéncia. Comparando entre os grupos, a diferenca estatistica (p=0,01)
observada foi nos valores médios dos SS de SP e SS de SJIRP, em que os SS de SP
apresentaram maiores indices do que os SS de SJRP (Tabela 34 e 35).

No grupo de SP também foi avaliada a contagem diferencial de leucodcitos e
verificamos que a média da porcentagem de mondcitos (6,4 + 2,9) estava acima dos valores

de referéncia (1-3%).

Tabela 34. Numero de leucdécitos e de plaquetas distribuidos por localidade e pelo genétipo da doenca
falciforme

Sao Paulo Sao José do Rio Peto
SS SS Sig° SIB* Valores de
n=29 n=13 n=4 n=4 Referéncia
%legfﬁ?)s 10,8 £2.5 147 +4.8 18,3 +3.0 152 +3,7 4,6-102
glggii?) 4758 +169,2 3272+121,0 4753+1153 294,0+81.4 142 - 424

Dados representados: média + desvio padrdo (minimo e maximo). M: masculino, F: feminino.
Valores de referéncia: Hemocentro da Santa Casa de Sdo Paulo

Tabela 35. Comparacdo do nimero de leucdcitos e de plaquetas entre os genétipos da doenca
falciforme e localidade.

) SP (SS) SP (SS) SP (SS) SJRP (SS) SJRP (SS)  SJRP (S/B %)
Indices X X X X X X
SJRP (SS) SJRP (S/B") SJRP(S/B*) SJRP(SB’) SJRP(S/B*) SIRP(SB’)

Leucdcitos p<0,01 p<0,05 p<0,01 NS NS NS
Plaquetas p<0,05 NS NS NS NS NS

SP: Séo Paulo, SJRP: Sio José do Rio Preto, SS: homozigotos para a Hb S. S/B 0, Interagdo Hb S/Beta’
talassemia, S/B *: Interagdo Hb S/Beta” talassemia. Valor de p significativo (p<0,05). * teste ANOVA 1
critério para dados paramétricos e teste Kruskal-wallis para ndo paramétricos.

Em relagdo ao perfil do ferro, processo transfusional e estado oxidativo, foram
realizadas as mesmas andlises para o T2. Para tal, separamos os doentes nas duas categorias:

dentro de 60 dias e apds 60 dias da tltima transfusdo e verificamos que para o grupo de SP a
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unica diferenca encontrada foi na concentragdo de ferritina, em que os pacientes transfundidos
dentro de 60 dias apresentaram maior valor do que o outro grupo. Para SJRP houve diferenca
entre os valores de TEAC e da concentracdo e ferritina, em que os pacientes transfundidos
acima de 60 dias apresentaram menor concentracdo de ferritina e maior capacidade

antioxidante (Tabela 36).

Tabela 36. Andlise do perfil do ferro e estado oxidativo dos pacientes transfundidos dentro e acima de 60
dias.

Sao Paulo Sao José do Rio Preto
De“t;i‘; ;ie 60 Acima 60 dias Dentro de 60 dias  Acima 60 dias
SS SS SS SS+ S/Beta
n=15 n=14 p n=5 n=15 p
IST (%)  50,5+17,3 454+163  p=042 . _ _
Ferro
(megldy 1486+10L8 13842453 p=0389 - ; .
fggﬁiﬁ‘;‘ 2589,5 + 1156,7 16504+ 1231,7 p=0,04  2391,2+958,9 1427,5+871,1 p=0,02
CTCF
(megidly 2475539 2945+862  p=0,08 - - -
TBARS
(ngmly  $90%192 805+334  p=026 1378 + 670 1489 +793  p=0,90
TEAC
L) 209011 207+0,13  p=076 2,03 + 0,10 212005 p=0,02
Média de 30,6 381,6 37,0 672,0
dias

Dados representados: média + desvio padrdo. Valor de p significativo (p<0,05). *Valor de referéncia: IST
(20-50%), Ferro (65-170 mcg/dL Masc. e 50-170 mcg/dL Fem.) Ferritina (28-397 ng/mL Masc. e 6-159
ng/mL Fem.), CTCF (250-410 mcg/dL). *Hemocentro da Santa Casa de Sao Paulo.

Ap6s a caracterizagdo do perfil do ferro nos dois diferentes periodos de transfusio,
avaliamos se os parametros do ferro, nos doentes falciformes, ocasionariam alguma influéncia
no aumento dos valores de TBARS e TEAC, logo, verificamos nos pacientes transfundidos
dentro de 60 dias de SP que novamente o ferro teve uma relacdo de causa e efeito nos valores
de TBARS, como visto no T1, (p=0,03 e R*=0,49). Os outros parametros ndo mostraram uma
relacdo significativa.

Para o parametro tratamento/medicacdo especifica analisamos se as mesmas
diferengas encontradas no T1 estavam presentes no T2. Assim, separamos os grupos de

acordo com o gendtipo e tratamento/medicacdo, para o grupo de SP, 14 doentes com o
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gendtipo SS estavam sob o uso do DFX e com exposi¢cdo ao medicamento de 381,9 + 47,9
dias, nove SS estavam sob o uso do DFX e HU e com exposi¢do ao DFX de 398,7 + 63,9
dias, e sete SS sem medicacdo especifica. Ficou de fora dessas andlises um paciente SS que
usava somente a hidroxiureia. Comparando os valores de TBARS dentro desse grupo
verificamos que houve diferenca estatistica (p=0,008), em que o grupo sem uso de medicagdao
especifica apresentou maior peroxidacdo lipidica quando comparado com o grupo que usava
DFX e com o grupo que usava DFX e HU. Niao houve diferenca estatistica para os valores de
TEAC dentro do grupo de SP.

Para o grupo de SJRP, 11 DF (SS + S/Beta’ tal.) estavam sem o uso de medicagdo
especifica e seis sob o uso de hidroxiureia. Dois SS que usavam desferroxamina e
hidroxiureia e um SS que usava o DFX foram excluidos dessa andlise. Os doentes que usavam
HU tiveram menor peroxidacgdo lipidica e maior capacidade antioxidante em relagdo aos que
estavam sem o uso de medicagdo especifica (Tabela 37).

ApOs a avaliagdo da peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante dentro de cada
localidade, comparamos os valores de TEAC e TBARS entre as duas localidades e o tipo de
tratamento/medicacdo. Para os valores de TBARS a andlise mostrou diferenga
estatisticamente significante. Os pacientes de SP que estavam sob o uso de DFX e HU e
aqueles que s6 usavam o DFX, apresentaram menor peroxidacdo lipidica em comparagdo com
os doentes sem o uso de medicacio especifica de SP e de SJRP (Figura 23).

A comparacdo entre os valores de TEAC, as localidades e os tipos de
medicagao/tratamento no T 2, demonstraram que o grupo em uso de DFX de SP e os HU de

SJRP apresentaram maior capacidade antioxidante em relacio ao SME de SP (p=0,02)

(Figura 24).

Tabela 37. Avaliacdo da peroxidacio lipidica e capacidade antioxidante nos doentes falciformes de
acordo com a medic¢ao/tratamento e localidade do Tempo 2 (T2) de andlise.

SP (n=28) SJRP (n=15)
x;f;ffgsz) N TBARS TEAC N TBARS TEAC
Hidroxiureia - - - (6) 652 +251 2,16 0,06
Deferasirox (14) 665 =204 2,14 + 0,06 - - -
Deferasirox + HU 9) 539 +122 2,01 +0,03 - - -
SME @) 956 + 183 1,98 + 0,16 (11) 1486 £809 2,04 £0,09
Valor de p p=0,008 p=0,114 p=0,009 p=0,01

Dados representados: média = desvio padrdo. Valor de p significativo (p<0,05). Valores de
normalidade: TBARS (0-440ng/mL) e #TEAC (2,02-2,22). HU: hidroxiureia, SME: sem medicagdo
especifica. # TUKAMOTO-JUNIOR, 2008.
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Figura 23. Valores médios de TBARS entre as localidades e tipo de medicag@o/tratamento no Tempo
2 (T2) de analise. #p<0,05 comparado com DFX + HU (SP), DFX (SP), HU (SJRP). ##p<0,05
comparado com DFX + HU (SP) e DFX (SP). SME= sem medicacgdo especifica, DFX= deferasirox,
HU= hidroxiureia, SP= Sdo Paulo, SJRP= Sao José do Rio Preto.
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Figura 24. Valores médios de TEAC entre as localidades e tipo de medicagdo/tratamento no Tempo 2
(T2). #p<0,05 comparado com DFX (SP) e HU (SJRP). SME= sem medicacdo especifica, DFX=
deferasirox, HU= hidroxiureia, SP= Sao Paulo, SJRP= Sao José do Rio Preto.
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Ainda com relacdo ao parametro de uso de medicagdo/tratamento especifico e
localidade, avaliamos o nimero total de leucdcitos e verificamos que todas as médias estavam
acima dos valores de referéncia. No entanto, correlacionamos esses dados com TBARS e
TEAC (Tabela 38) e verificamos que a tnica correlacdo significativa foi no grupo de doentes
falciformes de SJRP sem o uso de medicacdo especifica, no qual houve uma correlagdao média

entre o numero de leucdcitos totais e a capacidade antioxidante (Figura 25).

Tabela 38. Correlacdo entre o nimero de leucécitos totais e TBARS e TEAC dentro de cada subgrupo no
Tempo 2 (T2).

Sao Paulo Sao José do Rio Preto
DFX (N=14) DFX + HU (N=9) SME (N=7) HU (N=6) SME (N=11)
TBARS 665 + 204 539 + 122 956 + 183 652 + 251 1486 + 809
Leucocitos 11,80 = 3,40 10,15 £ 2,52 11,48 +£2,21 16,83 £ 4,03 13,96 + 4,41
Valor de p p=0,55 p=0,60 p=0,58 p=0,12 p=0,54
Valor de r r=-0,17 r=-0,20 r=0,33 r=-0,69 r=-0,20
TEAC 2,14 £ 0,06 2,00 = 0,03 1,98 £ 0,16 2,09 £0,07 2,01 £0,08
Leucocitos 11,80 + 3,40 10,15 £ 2,52 11,48 £ 2,21 16,83 4,03 13,96 + 4,41
Valor de p p=0,11 p=0,50 p=0,22 p=0,45 p=0,02
Valor de r r=-0,43 r=0,25 r=0,65 r=0,38 r=0,67

Dados representados: média + desvio padrdo. Valor de p significativo (p<0,05). Valores de normalidade:
TBARS (0-440 ng/mL), TEAC (2,02-2,22 mM/L) e Leucdcitos totais (4,6-10,2 10°.mm”). r: coeficiente
de correlacdo, Pearson para dados paramétricos e Sperman para dados ndo-paramétricos.

22

Leucécitos (10%.mm®)

1.90 1.92 1.94 196 1.98 2.00 2.02 2.04 2.06 2.08 2.10 2.12 2.14 216 2.18 2.20

[ r=0.6764; p = 0.0223] TEAC (mM/L)

Figura 25. Correlagdo entre o nimero total de leucécitos e capacidade antioxidante nos doentes

falciformes sem medicacdo especifica do Tempo 2 (T2) de Sdo José do Rio Preto. r: coeficiente de
correlagao.
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Na contagem diferencial de leucdcitos, no grupo de SP, também observamos a
porcentagem de mondcitos acima da normalidade, assim, separamos esses valores por
medicagao/tratamento e aplicamos o teste de correlagdo linear (Tabela 39). Verificamos que
os valores de TBARS, nos pacientes sem medicacdo/tratamento especifico, e a porcentagem
de mondcitos apresentaram uma correlacdo linear forte, mostrando a mesma situacdo que
encontramos no T1, em que o aumento dos valores de TBARS € proporcional a porcentagem
de mondcitos (Figura 26).

O nimero de plaquetas dentro de cada subgrupo também foi correlacionado com os

valores de TBARS e TEAC e verificamos que ndo houve nenhuma correlagao significativa.

Tabela 39. Correlacdo entre a porcentagem de mondcitos, TBARS e TEAC nos pacientes de SP do
Tempo 2.

TBARS Mondcitos P r TEAC  Monécitos  p r
(ll\I)fI}fl) 665204 65+28 p=077 r=008 214+0,06 65%28 p=055 r=017
DF()IEI:-;IU 539+122 62+1,6 p=057 r=021 200£0,03 62+1,6 p=049 r=026

&1\/:[,1;:) 956 +183 9,6+35 p=0,02 r=082 198+0,16 9,6+3,5 p=054 r=027

Dados representados: média + desvio padrao. Valor de p significativo (p<0,05). Valores de referéncia:
TBARS (0-440ng/mL), TEAC (2,02-2,22 mM/L) e Mondcitos (1-3 %). r: coeficiente de correlacdo,
Pearson para dados paramétricos e Sperman para dados nao-paramétricos
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Figura 26. Correlacdo entre a porcentagem de mondcitos e peroxidacdo lipidica nos doentes

falciformes sem medicagdo especifica de Sdo Paulo do Tempo 2 (T2) de andlise. r: coeficiente de
correlagdo.
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4.4 Comparacao da peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante entre o Tempo 1
(T1) e Tempo 2 (T2) de analise

Devido a participacdo das espécies reativas de oxigénio no mecanismo de instalacao
de varias doengas, inicialmente caracterizamos as complicacdes clinicas agudas e cronicas da
doenca falciforme, nos dois grupos de estudo, e aquelas que apresentaram diferenca estatistica
entre SP e SJRP foram correlacionadas com os valores de TBARS e TEAC. Os eventos
clinicos avaliados foram: nimero de crises de dor/ano nos trés anos anteriores da data do
inicio da pesquisa, ulceras isquémicas, necrose avascular do fémur ou do umero, priapismo,
colecistectomia, acidente vascular cerebral (AVC) e sindrome tordcica aguda (STA).
Comparando os eventos clinicos entre os dois grupos verificamos que em SJRP um nimero
maior de pacientes apresentou seis ou mais crises de dor do que em SP (p=0,02). Outra
diferenca significativa foi na ocorréncia AVC (p=0,02), na qual os doentes falciformes de SP
apresentaram um maior nimero desses eventos (Tabela 40).

Em relagdo aos episddios de dor, verificamos que os doentes de SP com episddios de
dor > 6 apresentaram uma maior peroxidacdo lipidica em relacdo aos de 0-2 e 3-5 episddios
de dor (Figura 27-A). Apesar, da avaliacdo da capacidade antioxidante ndo ter apresentado
diferenga significativa entre as categorias separadas para o nimero de crises de dor, os
valores de TEAC estavam todos acima da referéncia.

No grupo de SJRP os pacientes classificados de 3-5 e > 6 crises de dor, apresentaram
uma maior peroxidacdo lipidica em comparagdo aos com 0-2 crises de dor/ano nos dltimos 3
anos (Figura 27-B). Entretanto, a capacidade antioxidante estava abaixo dos valores de
referéncia e entre as categorias ndo houve diferenca estatistica significante.

Para a ocorréncia de acidente vascular cerebral, avaliamos os valores de TBARS e
TEAC nos pacientes que ja tiveram e os que nao tiveram AVC e, observamos que niao houve

diferenca estatistica entre eles (p=0,54) e (p=0,65), respectivamente.
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Tabela 40. Aspectos clinicos da Doenga Falciforme nos pacientes de Sdo Paulo e Sdo José do
Rio Preto.

SP SJRP

n=39 n=27

0-2 23(575%) 09 (38,0%) p=0,11 33 (47,8%)
3

Eventos Clinicos Valor p Total

Crises de dor

(crises/ano nos -5 10 (25,0%) 6 (20,7%) p=0,67 16 (23,2%)
tltimos 3 anos) > 6 7 (17,5%) 12 (41,3%) p=0,02 20 (29%)

Ulceras 8 (20,0%) 9 (31,0%) p=0,29 17 (24,6%)

Osteonecrose 7 (17,5%) 4 (13,8%) p=0,67 11 (15,9%)

Priapismo *2 (18,2%)  *5(41,6%) p=0,22 *7 (30,4%)

Colecistectomia 8 (20,0%) 5(17,3%) p=0,77 13 (18,8%)

AVC 14 (35,0%) 3(10,3%) p=0,02 17 (24,6%)
STA 1(2,5%) 1 (3,5%) p=0,82 2 (2,9%)

* porcentagem calculada entre os individuos masculinos. Valor de p significativo (p<0,05) SP:
Sdo Paulo, SJRP: Sido José do Rio Preto, AVC: Acidente Vascular Cerebral, STA: Sindrome
Torécica Aguda.
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Figura 27. Avaliacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) em doentes falciformes classificados de
acordo com o nimero de episédios de dor/ano nos ultimos 3 anos. A — Doentes falciformes de Sio
Paulo, B — Doentes falciformes de Sao José do Rio Preto. EP: erro padrdo, DP: desvio padrao.
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Apo6s a avaliacdo da peroxidacdo lipidica e da capacidade antioxidante nos DF dentro
e entre as localidades, no T1 e no T2, objetivamos, a partir das préximas andlises, avaliar o
estado oxidativo, o perfil leucocitdrio e plaquetério e o perfil do ferro nos DF sob o uso a
exposi¢do de um tratamento/medicacdo especifico. Pareamos os pacientes do T1 com o T2,
separados pelo tipo de tratamento/medicacdo especifica e realizamos as andlises.

Para a peroxidagdo lipidica em todos os grupos, de acordo com o tratamento,
observamos diferenca significativa entre o T1 e o T2. No grupo de SP, os pacientes sob o uso
de DFX, os que usavam DFX e HU, e os HU de SJRP, tiveram diminui¢do dos valores de
TBARS, demonstrando menor peroxidacdo lipidica no T2 do que no T1. Por outro lado, os
DF sem o uso de medicagdo especifica, de SP e de SJRP, tiveram aumento nos valores de
TBARS (Figura 28).

Para a capacidade antioxidante, todos os grupos separados por tratamento/medicacao
especifica apresentaram diferencga significativa entre o T1 e T2. No entanto, o Unico grupo
que apresentou capacidade antioxidante maior no T2 comparado com o T1, foi os DF de SJRP
que usavam a hidroxiureia. Nos outros grupos houve reduc@o nos valores médios de TEAC

(Figura 29).

3500 } 2 T1
= R p<0,05

3000 | T

2500 | p<0,05 1
£ 2000 |
2
@ 1500 | p<0,05 p<0,05 p<0,05
<
m
l_ C

1000 } }:

500 | }:

0 L ——
-500 . . . . .
DFX (SP) DFX + HU (SP) SME (SP) SME (SJRP) HU (SJRP)

Figura 28. Avaliacdo da peroxidag@o lipidica entre os dois periodos de estudo, T1 e T2. DFX;
deferasirox, SME: sem medicacdo especifica, HU: hidroxiureia, T1: tempo 1, T2: tempo 2, SP: Sdo
Paulo, SJRP: Sdo José do Rio Preto.
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Figura 29. Avaliacdo da capacidade antioxidante entre os dois periodos de estudo, T1 e T2. DFX;

deferasirox, SME: sem medicagao especifica, HU: hidroxiureia, T1: tempo 1, T2: tempo 2, SP: Sdo
Paulo, SJRP: Sao José do Rio Preto

De acordo com o perfil leucocitario, as diferencas encontradas, entre o T1 e o T2,
foram no grupo de DF sem o uso de medicagdo especifica de SP, em que a porcentagem de
linfécitos aumentou no T2 e de eosinéfilos diminuiu. O grupo de DF de SP sob o uso de
deferasirox apresentou menor porcentagem de mondcitos no T2 comparado com o T1 (Figura
30).

O numero de plaquetas dentro de cada tipo de tratamento/medicacdao comparado entre
os dois tempos de andlise ndo mostrou diferenca significativa em nenhum deles.

No perfil do ferro, os doentes falciformes que estavam sob o uso de deferasirox
apresentaram uma reducdo significativa nos valores da capacidade total de liga¢do do ferro,
indice de saturacdo de transferrina e do ferro sérico comparados com o T1. O grupo que
utilizava o deferasirox e hidroxiureia apresentou reducdo nos valores de ferritina sérica. As
diferencas dentro dos periodos de andlise de acordo com a medica¢do estdo demonstradas na

Figura 31.
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Figura 30. Perfil leucocitario dos doentes falciformes no T1 e no T2 separados de acordo com o tipo
de tratamento/medicac¢do especifica. DFX: deferasirox, HU: hidroxiureia, SME: sem medicacdo
especifica, SP: Sao Paulo, SJRP: Sdo José do Rio Preto, NS: ndo significativo, T1: Tempo 1, T2:
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Figura 31. Perfil do ferro nos doentes falciformes comparado dentro e entre os dois periodos de
estudo. DFX; deferasirox, SME: sem medicacdo especifica, HU: hidroxiureia, T1: tempo 1, T2: tempo
2, SP: Sao Paulo, SJRP: Sdo José do Rio Preto. *Valor de referéncia: IST (20-50%), Ferro (65-170
mcg/dL. Masc. e 50-170 mcg/dL Fem.) Ferritina (28-397 ng/mL Masc. e 6-159 ng/mL Fem.), CTCF
(250-410 mcg/dL). *Hemocentro da Santa Casa de Sao Paulo.
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5. Discussao

A doenca falciforme é a mais comum das alteracdes hematoldgicas hereditdrias no
homem, atinge uma parcela significativa na populacdo mundial e acarreta ao portador
manifestacdes clinicas diversificadas. No Brasil, segundo o Ministério da Sadde, existem,
aproximadamente, sete milhdes de portadores para o traco falciforme e estima-se de 25.000 a
30.000 homozigotos por ano (CANCADO; JESUS, 2007). Devido a esta alta incidéncia e as
complicagdes que a doenca acarreta, estudos ligados a esta afeccdo trazem informagdes para
melhor entendimento de eventos clinicos e permitir tratamento individualizado aos pacientes.
E necessério estabelecer relacdes entre o perfil genético do portador com outros fatores
associados a fisiopatologia da doenca, como os haplétipos do cluster B, a resposta ao
tratamento especifico utilizado e o estresse oxidativo. Visto que estes fatores sdo potenciais
modificadores na manifestacdo fenotipica da doenca, decidimos avaliar, em um estudo
longitudinal, o estresse oxidativo relacionado aos genétipos da doenca, interferéncia de
haplétipos e uso de medicagdo/tratamento especifico.

Para correlacionar o perfil oxidativo com o padrio genético dos pacientes, foi
inicialmente necessdrio caracterizar as mutacdes que conferem o gendtipo da DF.
Encontramos um maior numero de homozigotos para a Hb S, tanto em SP quanto em SJRP,
sendo este o gendtipo mais grave do ponto de vista clinico. No grupo de SJRP, houve maior
frequéncia da interacdo S/Beta talassemia, em que as mutagdes CD39, IVS-1-110 e IVS-I-6
estiveram presentes. Esses achados refletem a composi¢c@o génica e o processo de colonizagdo
caracteristico desta regido, que sofreu grande influéncia de imigrantes de paises
Mediterraneos, como italianos e portugueses (COSTA; TAVELA; ZAGO, 1990; MARTINS
et al., 1993; BERTUZZO; SONATI; COSTA, 1997; FONSECA et al.,, 1998; BONINI-
DOMINGOS, 2004).

Além dessas mutacdes envolvendo os genes da beta globina, os haplétipos do cluster

. ~ . Tal
B nos fornecem informacdes sobre a origem dos genes BS ep™

e podem ser utilizados como
marcadores para explicar as diferencas genéticas na expressao clinica da doenca falciforme,
assim como as respostas varidveis a drogas (NAGEL et al., 1985; ZAGO et al., 2000). Os
haplétipos do cluster beta globina tém papel importante na determinagdo da gravidade da
doenca, em parte por influenciar o nivel de Hb F, assim, aqueles associados com niveis mais
altos de Hb F s@o acompanhados de doengca menos grave Ha evidéncias de que a presenca do

haplétipo Senegal, que tem maior nivel de Hb F, esteja relacionado com a diminuicdo de
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crises dolorosas, de infartos Osseos e de insuficiéncia de oOrgdos, enquanto pacientes
portadores do haplétipo Bantu, com baixos niveis de Hb F, apresentam manifestacdes clinicas
mais graves e iniciam crises vaso-oclusivas mais precocemente (POWARS; CHAN;
SCHOREDER, 1990; STEINBERG 1994).

Na regido de Sdo José do Rio Preto, € a primeira vez que um estudo caracteriza os
haplétipos BS e BTal. Para os doentes (Hb SS), encontramos maior frequéncia do haplétipo
Bantu/Bantu, seguido pelo Bantu/Benin e Benin/Benin. Estes, segundo a literatura,
representam uma maior gravidade clinica comparados com os outros haplétipos como o
Senegal e Arabe-Indiano. Relatos evidenciaram que no Brasil, existem aproximadamente mil
cromossomos mapeados para os haplotipos do cluster BS. Os estudos evidenciaram o
predominio do haplétipo Bantu, seguido do haplétipo Benin, sendo raros os exemplos de
Camardes e Senegal. Essa distribuicdo reflete muito bem a proporcdo de escravos africanos
de diferentes etnias trazidos ao Brasil durante o periodo de trafico de escravos, e a frequéncia

dos haplétipos encontrados na nossa regido ndo difere das encontradas por outros autores

(ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992; LEMOS; GUERREIRO, 2006; PINTO; ZAGO, 2007).

Nas interacdes S/Beta talassemia, para o alelo BTal

, 0 haplétipo II esteve fortemente
associado a mutacdo CD39, enquanto a mutagdo IVS-1-110 com o haplétipo I, assim como
encontrado nas populacdes mediterraneas, na qual o haplétipo I € o mais frequente, seguido
pelos haplotipos 11, V, 111, VI, VII, IX, IV e VIII (ORKIN et al., 1982; RAHIMI et al., 2009).
Desta forma, os haplétipos BTal marcam fortemente a origem mediterrinea de nossa regido.
Foi encontrado em nosso estudo, em um doente falciforme com interacdo S/Beta” talassemia
(IVS-1-6), o hapldtipo Camardes/Atipico [+ - - + + +], sendo raro em nossa populagdo, e com
manifestacdo clinica benigna.

A maioria dos cromossomos BS e BTal' avaliados obedecem aos critérios de
classificacdo de haplétipos existentes na literatura. Portanto, existe uma minoria de
cromossomos que possuem uma combina¢do de sitios polimérficos tUnicos € ndo se
enquadram nas classificacOes pré-existentes. Esses haplotipos sdo denominados “atipicos” e
representam cerca de 5 a 10% dos cromossomos avaliados em estudos envolvendo haplétipos.
No nosso estudo encontramos 9,8% de haplétipos atipicos e um deles, com a presenca do sitio
polimérfico Xmn 1, substituicdo de uma C—T na posi¢ao — 158 no gene 'YG. A presenca deste
sitio em um paciente Hb SS com o haplétipo Bantu/atipico, proporcionou uma concentracao

de Hb F de 15,8% sem o uso de hidroxiureia. H4 evidéncias de que este polimorfismo esta
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associado ao aumento de expressio do gene Y° e, consequentemente,  maior sintese de Hb F,
e melhora clinica (GARNIER et al., 2002; NEMATI; RAHIMI; BAHRAMI, 2009).

ApOs a caracterizacdo do perfil genético dos pacientes envolvidos em nosso estudo, o
proximo passo foi avaliar o estado oxidativo nestes doentes. Sabemos que em condi¢des
fisiolégicas normais, a producao de espécies reativas de oxigénio é compensada pelo sistema
de defesa antioxidante, que assegura o fluxo basal de EROs sem prejudicar o organismo. O
estresse oxidativo resulta da produgcdo de EROs que esgotam os antioxidantes endogenos,
danificando alvos moleculares (lipidios, proteinas, carboidratos, etc.) e resultando em
disfun¢do e/ou morte celular (WOOD; GRANGER, 2007). O excesso de EROs ja foi
associado a vdérios tipos de doencas como o Alzheimer, Parkinson, Diabetes, Esclerose
Multipla, Cirrose Hepdtica, Arterosclerose e alguns tipos de Cancer (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; SCHULZ; ANTER; KEANEY JUNIOR, 2004; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Nos eritrocitos falcémicos, o estresse oxidativo € decorrente da alta taxa de meta Hb S,
menos estaveis do que a meta Hb A, resultando na formac¢do de hemicromos e hemdlise com a
liberacdo do heme e do ferro (RE et al., 1999; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). Portanto,
a auto-oxidacdo leva a formacdo de radicais superdxido (O,") e hidroxil (OH) que,
juntamente com o grupo heme, iniciam uma via de oxidacdo da Hb que resulta em danos aos
eritrocitos falcémicos. A membrana celular sofre peroxidacdo lipidica, e dessa forma, a
dosagem de TBARS € um bom indicador de estimulos pro-oxidantes, uma vez que quantifica
as espécies reativas ao dcido tiobarbitirico como o MDA e outros aldeidos (HEBBEL et al.,
1982; CIGHETTI et al., 2002; SCOTT, 2006; WOOD; GRANGER, 2007).

O aumento da peroxidagdo lipidica (TBARS) ja foi evidenciado em outros estudos
envolvendo doentes falciformes (JAIN et al., 1990; SERTAC et al., 1997, WALTER et al.,
2006), mas nenhum deles correlacionou este aumento com o gendtipo da doenca falciforme,
os haplétipos do cluster B e uso de tratamento/medicagdo especifica como aqui realizado. Por
outro lado, a capacidade antioxidante do individuo pode ser avaliada por vérias técnicas. Ao
contrério de outros estudos que medem antioxidantes isoladamente, o presente estudo utilizou
um método que avalia globalmente os antioxidantes soldveis presentes no plasma (TEAC),
podendo ser um valioso biomarcador de estimulos oxidantes em processos patolégicos ou em
resposta farmacolégica (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1993, ZWART et al.,, 1999,
FASOLA et al., 2007).

A avaliacdo do estresse oxidativo nesse estudo, as varidveis género e idade nao

interferiram nos valores de TBARS e TEAC, deixando assim, o grupo mais homogéneo.
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Estudos anteriores do mesmo grupo, avaliando a idade como uma varidvel nos valores de
TBARS e TEAC, encontraram uma menor peroxidacdo lipidica em individuos com idade
entre seis meses a 17 anos, em relacdo a individuos com idade entre 18 a 65 anos
(TUKAMOTO-JUNIOR, 2008).

Entre os genétipos da DF a unica diferenca encontrada foi nos valores de TBARS, em
que 08 S/Beta’ talassemia de SJRP apresentaram uma menor peroxidacdo lipidica quando
comparados aos SS da mesma localidade. Esta diferenca pode ser decorrente dos melhores
indices hematimétricos encontrado em S/Beta’ talassemia, nos quais o nimero de eritrécitos,
concentracdo de hemoglobina, hematdcrito e Hb F estavam maiores. Desta forma, acredita-se
que estes fatores fazem com que ocorra diminui¢do na polimeriza¢do da Hb S e na hemdlise, e
consequentemente, menor liberacdo de agentes oxidantes (STEINBERG, 2009). Estudos
envolvendo camundongos falcémicos nocautes, evidenciaram a diminuicdo de processos de
falcizacdo intravascular, aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico e diminui¢cdo da
peroxidacao lipidica nos animais em que havia aumento de Hb F (DASGUPTA; FABRY;
KAUL, 2010).

Comparando os valores de TBARS e TEAC entre as localidades, observamos maior
peroxidacao lipidica nos SS de SJRP, em relacdo aos SS de SP. Esse evento pode ser reflexo
do tratamento. Ressaltamos também o maior nimero de leucdcitos tanto no T1 como no T2, e
a baixa quantidade de agentes antioxidantes para o grupo de SJRP. Os pacientes apresentaram
maior nimero de complicagdes clinicas. Para compensar a acdo dos agentes agressores, a
capacidade antioxidante, dos pacientes SS de SP, estava maior do que os valores de
referéncia. Ao contrdrio, os SS de SJRP, além de apresentarem uma maior peroxidacio
lipidica, a capacidade antioxidante estava menor do que no grupo de SP, demonstrando assim
um agravante adicional para esses pacientes.

Na comparagdo dos haplétipos com o estado oxidativo, apesar de ndao haver diferencas
estatisticamente significativas entre eles, o haplétipo Bantu/Bantu foi o que apresentou valor
médio de TBARS maior do que o haplétipo Bantu/Benin, independente do uso de
hidroxiureia. A maior peroxidacdo lipidica neste haplétipo € mais um fator desfavoravel na
manifestacdo clinica destes doentes, uma vez que, o haplétipo Bantu/Bantu, comparado com
os outros haplétipos, apresenta um quadro clinico mais grave.

Na avaliacdo dos valores de TBARS com relagdo ao uso de medicagao/tratamento
especifica, no T1 de andlise, a peroxidacdo lipidica foi maior nos pacientes sem o uso de
medicacdo especifica, de SP e de SJRP, e naqueles que usavam o DFX. A combinacdo do uso

de HU com a terapia transfusional e quelac¢do do ferro com DFX, e os S/Beta” talassémicos
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sob 0 uso de HU apresentaram melhor resposta na peroxidacao lipidica. Para responder a agado
dos agentes oxidantes, mesmo que os mecanismos de defesa sejam afetados por niveis mais
baixos de antioxidantes ndo enzimaticos (vitamina A, C e E) e enzimadticos (glutationa
peroxidase e super6xido dismutase) (SCHACTER et al., 1988; AMER et al., 2006), o grupo
sob o uso de DFX e os sem o uso de medicacdo especifica de SP apresentaram os valores de
TEAC aumentados, conferindo assim, maior capacidade antioxidante.

A hidroxiureia € uma droga doadora de 6xido nitrico, que impede a vasoconstricao,
diminui a expressdo de moléculas de adesdo, reduz o nimero de leucécitos (COVAS et al.,
2004; STEIBERG, 2008) e, consequentemente, diminui os processos de vaso-oclusdo, de
isquemia/reperfusdo na microcirculacio (HEBBEL et al., 1982; XIA et al., 1996; WOQOD;
GRANGER, 2007). Esses eventos diversos, quando ocorrem, resultam na producdo de
espécies reativas de oxigénio e, a diminuicdo dos mesmos, leva a menor producdo de agentes
pro-oxidantes. Portanto, esta droga pode ser considerada um agente antioxidante, como
observado em nosso estudo e, também demonstrado por experimentos in vitro de Agil e
Sadrzadeh (2000), em que a HU protegeu a membrana eritrocitdria, quando exposta a agentes
oxidantes, diminuindo a peroxidac¢do lipidica.

Alguns dos pacientes faziam o uso do deferasirox associado a hidroxiureia que, por ser
um quelante de ferro, potencializou a diminui¢do de agentes oxidativos agressores. A acdo do
deferasirox em estudos com doenca falciforme e beta talassémicos maior, tem demonstrado
reducdo progressiva do ferro téxico (ferro ndo ligado a transferrina) apds multiplas doses
(XTIA et al., 1996). Em estudo experimental, Glickstein et al. (2006) demonstraram a rapida
capacidade de acesso do deferasirox no interior de cardiomidcitos e conseqiiente eficdcia
ferro-quelante. Wood et al. (2004) demonstraram efeito cardioprotetor do deferasirox tanto
em pacientes com talassemia beta maior quanto em pacientes com doenca falciforme, que
apresentavam sobrecarga de ferro transfusional, demonstrando assim, boa resposta ao
processo oxidativo em doentes falciformes submetidos a processos transfusionais.

Nos casos com uso de DFX, sem a associagdo da HU, nao encontramos diminuicao
nos valores de TBARS, como visto no grupo com uso associado. A possivel explicacio para
este fato pode ser o tempo de exposicdo ao DFX a que os doentes estavam submetidos. No
T1, a média de dias para o uso do medicamento foi de 56,1 dias, e foi evidenciada valores de
ferro sérico, indice de saturacdo de transferrina e ferritina acima da referéncia. Assim a
sobrecarga de ferro podia ser inferida, e com ela uma alta producdo de radicais reativos,
avaliados indiretamente pelos valores de TBARS e TEAC, mais altos. A exposi¢do do

quelante no T2, com média de 381,8 dias de uso, mostrou melhor eficicia ferro-quelante, com
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diminui¢do, estatisticamente significante no valor de indice de saturacdo de transferrina,
capacidade total de ligacdo do ferro e ferro sérico e, consequentemente, menor peroxidagcdo
lipidica e, também, diminui¢do da porcentagem de mondcitos. Os valores de ferritina nao
apresentaram reducdo significativa no T2 de andlise, possivelmente pelos niveis séricos serem
influenciados por mediadores inflamatérios, como a IL-6, caracteristico da DF. Outros
estudos envolvendo DF em regime transfusional, também demonstraram que niao houve
reducdo significativa nos valores de ferritina ap6s um ano de uso do deferasirox (CAPELLINI
et al., 2009).

Ainda no T2 de estudo, os pacientes sem o uso de medicacdo especifica continuaram
apresentando maior peroxidacdo lipidica comparado com os outros grupos. O mesmo
resultado foi encontrado quando os pacientes foram pareados e, tanto os de SP quanto de
SJRP, apresentaram aumento dos valores de TBARS. Esse aumento de radicais reativos
refletiu no perfil leucocitario destes pacientes. No grupo de SJRP, tanto em T1 como em T2,
observamos correlacdo significativa entre o nimero total de leucécitos e os valores de TEAC.
Como TBARS € um biomarcador de dano oxidativo, possivelmente a quantidade de agentes
oxidantes produzidas fez com que os leucdcitos fossem ativados e, consequentemente, oS
mecanismos de defesa antioxidante. A aderéncia de leucdcitos e plaquetas ao endotélio ja tem
sido descrita em camundongos falcémicos, em que a producdo de EROs € aumentada
(WOOD; HEBBEL; GRANGER, 2005).

Para o grupo de SP, na contagem diferencial de leucdcitos, a porcentagem de
mondcitos, tanto no T1 como quanto no T2, estavam acima do valor de referéncia. Aplicando
o teste de correlacdo entre o TBARS e mondcitos, verificamos que houve correlagdo forte,
demonstrando que quanto maior a peroxidacdo lipidica maior a porcentagem de mondcitos.
Outros estudos t€ém demonstrado que o estresse oxidativo aumenta as propriedades adesivas
de hemadcias, plaquetas e leucdcitos (KAUL et al., 2004). Sultana et al. (1998) em cultura de
células endoteliais de veia humana, em interacdo com eritrocitos falcémicos estimuladas por
agentes oxidantes, verificaram o aumento da expressdo de moléculas de adesdao celular
(ICAM-1, E-selectina e VCAM-1). Além disso, observaram aumento da migracio
transendotelial de mondcitos, e aumento na fosforilagio da PECAM-1. Esses resultados
sugerem que a aderéncia dos eritrocitos falcémicos as células endoteliais gera estresse
oxidativo levando ao aumento da adesao de mondcitos e reticuldcitos falcémicos, o que pode
contribuir para o desenvolvimento de processos vaso-oclusivos.

A sobrecarga de ferro em doentes falciformes, geralmente, estd associada aos

recorrentes processos de hemolise, frequentes transfusdes sanguineas e pela dieta. O ferro é
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um importante catalisador de reacdes de oxidagdo de biomoléculas, como observado nas
reacOes de Fenton e de Haber-Weiss, nas quais sdo formados diferentes tipos de EROs, como
o radical superéxido (O;7), o radical hidroxil (OH) e o peréxido de hidrogénio (H,0;) que,
em excesso, causam o estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Com o intuito
de avaliar a influéncia do ferro na peroxidacdo lipidica e na capacidade antioxidante,
analisamos os parametros de ferro usuais como ferritina, ferro sérico, indice de saturacdo de
transferrina e capacidade total de ligacdo do ferro, sobre os valores de TBARS e TEAC. Para
isto minimizamos a interferéncia da varidvel transfusio e verificamos que, tanto no T1 como
no T2, os valores de ferro sérico, nos pacientes de SP transfundidos dentro de 60 dias,
apresentaram relacdo de causa e feito com os valores de TBARS. Os valores do ferro estao
associados a 35% no aumento da peroxidacgdo lipidica, tanto no T1 como T2. Ondei (2009),
avaliando a influéncia do ferro sobre os valores de TBARS e TEAC em beta talassémicos
heterozigotos, ndo encontrou relacdo entre o perfil de ferro e o estado oxidativo. No entanto,
os valores do ferro estavam dentro da faixa de normalidade o que difere do nosso grupo.
Walter et al. (2006), avaliando DF sob regime transfusional com sobrecarga de ferro,
encontrou associacdo entre a alta concentracdo de ferro hepatico e o aumento dos niveis de
TBARS, demonstrando assim, o mesmo resultado por nés encontrado.

Os parametros usuais de avaliacdo do ferro ndo sdo medidas que quantificam o metal
livre. No entanto, indices como a ferritina, por exemplo, sofrem interferéncia da presenca de
processos infeccioso-inflamatérios e disfuncdo hepética. O LPI (ferro 1dbil no plasma) e o
NTBI (ferro ndo ligado a transferrina) sdo quantificacdes diretas para a detec¢do do ferro
livre, toxico, e fornecem informagdes precisas sobre a interferéncia no estado oxidativo
(KOLB et al., 2008; KOREN et al., 2009). O perfil de ferro avaliado em nosso estudo, mesmo
sendo medida indireta do ferro téxico, mostraram sobrecarga nos pacientes. Quando
avaliamos o estresse oxidativo e o perfil do ferro obtivemos resultados satisfatorios,
principalmente no grupo de doentes sob o uso de DFX, que no T2, apresentaram diminui¢do
nos parametros do ferro e consequentemente diminuicao significativa nos valores de TBARS.

A andlise das complicacdes agudas e cronicas na doenca falciforme entre as duas
localidades mostraram diferenca estatistica significativa no ndmero de crises de dor e no
numero de pacientes que sofreram acidente vascular cerebral (AVC). No grupo de SP o maior
nimero de doentes com AVC pode ser explicado pelo uso de regime transfusional de
hemadcias e, por esta terapia ser aplicada para pacientes que ja tiveram AVC, diminuindo
assim o risco de um segundo evento (LUSHER et al., 1976; WANG; KAVAAR; TONKIN,
1991; SCOTHORN et al., 2002).
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No grupo de SJRP maior niimero de crises de dor foi observada nos ultimos trés anos.
Outras complicacdes clinicas como ulcera de perna e priapismo também apresentaram-se com
frequéncias maiores que os estudos relatados na literatura (KOSHY et al., 1989; HAMRE et
al., 1991; ECKMAN, 1996, SERJEANT et al., 2005; STEINBERG, 2008). Portanto, essas
complicacOes podem estar ligadas ao tipo de tratamento, pois 62,0% dos pacientes nao
recebiam medicacdo/tratamento especifico, apenas o &4cido folico e transfusdes quando
necessarias.

O aumento do ndmero de leucdcitos evidenciada nos doentes de SJRP, tanto no T1
como no T2, pode estar relacionada a condi¢des inflamatdrias agravando a fisiopatologia da
doenca falciforme. (WALTER et al., 2006). Essa condi¢do pode ser decorrente da acdo de
agentes oxidantes atuando no recrutamento de leucdcitos e na adesdao ao endotélio, uma vez
que a peroxidagdo lipidica deste grupo estava aumentada (FRENETTE; TURHAN et al.,
2002).

Entre a peroxidagdo lipidica e as complicagdes clinicas da doenga falciforme, a tinica
relacdo observada foi entre os pacientes que apresentaram maior nimero de crises de dor/ano
e os valores de TBARS. Esta relacao foi encontrada nos dois grupos de estudo (SP e SIRP) e
demonstrou que quanto maior a peroxidacdo lipidica maior o nimero de crises de dor. A
relacdo entre dor e peroxidacgdo lipidica pode ser explicada pelo processo fisiopatolégico da
doenca. A auto-oxidacdo da Hb S, o consumo do O6xido nitrico, os processos de
isquemia/reperfusdo, o aumento da homocisteina, os processos de hemdlise, etc., fazem com
que seja liberada grande quantidade de radicais livres que atuam na peroxidagdo lipidica e
contribuem para a vaso-oclusdo, surgindo assim os episédios de dor (WOOD; GRANGER,
2007; CONRAN et al., 2009).

De forma geral, o estudo do estresse oxidativo envolvendo o perfil genético e a
influéncia do ambiente, como a medicacao/tratamento, no portador da doenca falciforme,
contribuiu para a avalia¢do das condutas terapéuticas tendo como alvo minimizar o excesso de

EROs e melhorar a qualidade de vida destes pacientes.
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6. Conclusoes

De acordo com o0s objetivos propostos, nds concluimos que:

- O genotipo da doenca falciforme mais frequente em nosso grupo foi o homozigoto
para a Hb S, sendo este o mais grave para a DF e, especificamente em SJRP, destacamos
maior frequéncia dos Hb S/Beta tal. com a presenca de mutagdes caracteristicas de paises
Mediterraneos, quando comparados com o grupo de SP.

- As frequéncias dos haplétipos, para os alelos BS, estavam de acordo com outros
estudos brasileiros, sendo o haplétipo Bantu o mais frequente seguido pelo Benin. Para os

alelos p™"

, 0 haplétipo II foi associado a mutagao CD39 e o haplétipo I associado a mutagdo
IVS-1-110. Encontramos 9,8% de haplétipos atipicos e destes um com a presenca do sitio
Xmnl.

- Os Hb SS apresentaram maior peroxidacdo lipidica que os Hb S/Beta’ talassemia, e
os haplétipos ndo influenciaram nos valores de TBARS e TEAC.

- A melhor resposta ao uso de medicacdo/tratamento especifico no processo oxidativo
dos pacientes com DF foi o uso de HU associado ao DFX. Apds maior periodo de exposi¢cdo
ao quelante de ferro verificamos diminui¢do nos parametros de ferro e, como consequéncia,
diminuicdo da peroxidacdo lipidica. Os pacientes sem o uso de medicagcdo especifica
apresentaram maior valor de TBARS e menor TEAC, resultando no aumento da porcentagem
de mondcitos e no numero de leucdcitos.

- Os DF de SJRP apresentaram maior peroxidacdo lipidica e menor capacidade
antioxidante que os de SP, com maior nimero de complicagdes clinicas.

Este estudo representa a primeira avaliacdo longitudinal do perfil oxidativo em
doentes falciformes considerando o gendtipo, haplétipos e diferentes medidas terapéuticas
para o tratamento da doenca, no Brasil. Estas informacdes sdo tteis do ponto de vista genético
e ambiental e refletem na manifestacdo fenotipica do portador, permitindo melhor

entendimento da acdo de agentes oxidantes na doenga falciforme
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Abstract

We report a 20-year-old female with sickle cell anemia and with an HbF concentration of
15.8%. The patient was not using hydroxyurea and was not receiving regular blood
transfusions. The patient never had chronic manifestations of sickle cell anemia, only pain
crises of a mild intensity. After laboratory tests, we found that she was homozygous for Hb S
with the Bantu/ Atypical haplotype, and was heterozygous for the Xmnl site. The influence of
the Xmn1 site on the expression of HbF can explain the amelioration in clinical features in

this haplotype association in a case of sickle cell anemia.
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is a genetic disorder characterized by a multifaceted
pathophysiology that involves changes in erythrocytes, vaso-occlusive processes, chronic
inflammatory states, oxidative stress and endothelial dysfunction. Therefore, there is
decreased blood flow and obstruction of the microcirculation, which leads to a variety of
clinical complications [1].

The reasons for this heterogeneity are not fully understood; however, Fetal
hemoglobin (HbF) is the best-known and most frequently studied genetic regulator of SCA,
because it inhibits HbS polymerization. The individual variation in HbF levels is probably one
of the main factors that contributes to the clinical heterogeneity observed in these patients [2].

The variability of Hb F in patients with SCA involves the Hereditary Persistence of
HbF (HPFH), which is characterized by deletions and point mutations of Mendelian
inheritance; the quantitative trait locus (QTLs), HBSIL-MYB intergenic region on
chromosome 623, SNPs (single nucleotide polymorphisms) located in the BCL11A gene on
chromosome 2p16; B-globin cluster haplotypes and XmnlI polymorphic site 5° to the “y gene.
In addition to genetic factors, drugs such as hydroxyurea, decitabine butyrate, arginine and
deacetylase inhibitors also induce an increase in HbF [3].

We considered the genotype of sickle cell disease and the haplotypes of the beta
globin gene cluster in 50 patients with clinical features of sickle cell disease from the state of
Sao Paulo, southeastern Brazil. We found one patient with HbF levels above the expected and
reported values. The presence of the Xmn1 polymorphic site in the 5' “y gene influences HbF
expression, and few studies have been conducted to explain the genetic factors involved in Hb
F levels in genetically mixed populations, such as that of Brazil. We evaluated the XmnlI site
and correlated it with HbF values, haplotype and hematological data, and clinical features

from a patient with sickle cell anemia.

Case Report

This study analyzes a 20-year-old woman of African descendent, diagnosed with
sickle cell anemia through electrophoresis tests. She was receiving clinical follow-up care at
the Blood Center of the Santa Casa Medical School in Sdo Paulo, Brazil. She was not
receiving hydroxyurea, or any other drug that induces the expression of HbF. She was not
receiving regular blood transfusions, and the only medication in use was folic acid.

According the hematological data of the patient, she presented with: RBC (2.6
10%ul), Hb (7.8 g/dL), Het (24 %), MCV (94.1 fL), MCH (28.9 pg), WBC (8.3 10°.mm°),
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Neutrophil (61.3 %), Lymphocyte (19.0 %), Monocyte (3.0 %), Eosinophil (2.2 %), Platelet
(539 10°.mm?), Retyculocyte (10.8 %).

The patient never had any chronic manifestations of sickle cell disease, such as leg
ulcers, osteonecrosis, retinopathy, stroke, colecystectomy or acute chest syndrome. But in the
3 years prior to our study, she had 5 painful crises with mild intensity that did not require
hospitalization.

After the patient gave her consent to participate in this study, we collected blood
samples and performed tests.

In order to characterize the genotype of sickle cell disease, we performed cytological
tests (globular osmotic resistance, red blood cell morphology, HbH and Heinz bodies
identification, sickling and solubility tests), electrophoresis in alkaline pH, acidic pH and
neutral pH, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (VARIANT™, Bio-Rad
Laboratories, CA, USA) and molecular analysis using PCR-RFLP (primer sense 5'
GGCAGAGCCATCTATTGCTTA 3' and antisense 5' ACCTTAGGGTTGCCCATAAC 3').
Next, the amplification fragment was digested using the FastDigest™ Ddel restriction enzyme
(Fermentas, ON, CA) [4]. Haplotypes were determined through the analysis of the following
polymorphic restriction sites: YG (Hind 11), YA (Hind 1), yB (Hinc 1), 3’y (Hinc 1) e 5B
(Hinf'1), following Sutton et al. [5].

The identification of the polymorphic Xmnl site in S (rs7482144) was performed
through PCR using the sense primer 5' AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 3' and antisense 5'
AGGAGCTTATTGATAACCTCAG 3', followed by restriction analysis using the Xmnl
enzyme (New England Biolabs) [5].

The test results are shown in Table 1. According to the genotype of sickle cell
disease, the patient was homozygous for HbS, and she had not inherited the a-thalassemia
gene. Her HbF concentration was 15.8%. Because the presence of the Xmnl site was observed
in only one allele, we investigated other polymorphic sites to verify whether the SNP patterns
presented were related to haplotypes listed in the literature.

Based on these findings, we concluded that the patient was positive Hb SS with the
Bantu/aytpical haplotype (+ - - + + -). The atypical allele has a combination of individual
polymorphic sites that do not fit the classification described in the literature, 5° %y (Xmn D)= +,

Sy (Hind 1= -, *y (Hind 1= -, yB (Hinc 1= +, 3°yp (Hinc )=+, 5’B (Hinf D)= -.
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Discussion

The association between the Xmnl polymorphism (rs7482144) in the proximal
promoter of the “y-globin gene and HbF levels is well documented in sickle cell disease
patients. In 1985, a polymorphism (C/T at position -158 of %y-globin, later named Xmn1-
HBG?2 or rs7482144), was identified and proven to promote the expression of Gy—chain and to
contribute to HbF variability [6]. Other studies in the same decade characterized SNP patterns
in and around -globin cluster genes, and found the S chromosome to be associated with
five major haplotypes originating from different geographical regions of Africa, the Middle
East, and the Indian subcontinent [7].

Of the main haplotypes, the one carrying the Senegal and Arab-Indian characteristics
exhibits the polymorphism Xmnl, and this is strongly associated with increased levels of Hb F
and, consequently, more minimal clinical manifestations, unlike the Bantu haplotype, which
is associated with low levels of HbF and hematocrit, and which is clinically more severe [8].

In our study, the sickle cell anemia patient carried a Bantu allele and an atypical
allele (+ - - + + -). She also had an Xmnl site, and an HbF concentration of 15.8%. Even with
the low hematocrit values, the clinical complications were minimal when compared to other
SCA patients and to those with the Bantu haplotype.

An increase in HbF has been associated with minimal clinical manifestations in
sickle cell anemia patients. Leg ulcers are less common in patients who have high levels of
HbF [9]; the occurrence of acute chest syndrome and the frequency of painful crises are
inversely proportional to HbF levels. Buchanan et al. [10] suggested an association between
high HbF levels and a low frequency of leg ulcers. Powars and Hiti [11] and Nagel and
Steinberg [12] showed that high levels of HbF were associated with milder SCA symptoms.
They also found that a higher expression of HbF in adulthood improves the rates of morbidity
and mortality in SCA patients [13, 14, 15]. These results support our observation once
findings, in which the patient has high level of HbF and a milder phenotype, therefore
requiring fewer blood transfusions.

We would like to highlight that the Xmn1 site's contribution to the variation in HbF
levels in sickle cell patients is low when compared in isolation; however, Lettre et al. [16]
showed that the rs7482144 polymorphism in homozigose accounted for 2.2% of the variation
in levels of HbF in 1275 sickle cell disease patients from the African American Cooperative
Study of Sickle Cell Disease. However, the sum of five different SNPs, the (rs4671393) in the
BCLI11A gene, the (rs28384513, rs9399137, and rs4895441) in the intergenic region between
HBSL1 and MYB on chromosome 6, and (rs7482144) in  the 5' gene © explain 20% of the
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variation of HbF in sickle cell anemia patients. In this study, it was not possible to evaluate
the effect of the polymorphism in the group of patients in Brazil, because the Senegal and
Arabic-Indian haplotypes are rare in the Brazilian population.

The polymorphism rs7482144 acts to increase the expression of HbF. Carriers that
have the Xmnl site also respond better to treatment with hydroxyurea [17], and this shows
that new drugs can act in this region in search of different therapies for the treatment of sickle

cell anemia.

Conclusion

The presence of the Xmnl polymorphic site (rs7482144) in patients that are
heterozygous for the 5' gene ©  was responsible for the increased expression of Hb F.
Although one of the alleles was of the Bantu halplotype, the clinical manifestation was
minimal. These results reveal the importance of investigating factors that regulate HbF in

sickle cell patients in a genetically mixed population such as that of Brazil.
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Table 1 — Laboratory tests performed to characterize the hemoglobin profile.

Test Result Normal Values Method
Chromatography analisys SF AA Eastman
Alkaline pH eletrophoresis SF AA Marengo & Rowe
Acid pH eletrophoresis SF AA Vella
Neutral pH eletrophoresis Absent Absent Dacie & Lewis
Erytrocyte morphology ++ Normocitosis Bonini-Domingos
Heinz Inclusions bodies Absent Absent Papayannopoulos
HbH Inclusions bodies Absent Absent Papayannopoulos
Quantification of HbA, 2.30% 2.5-3.5% HPLC
Quantification of HbF 15.80% 0-1.0% HPLC
Quantification of HbS 83.80% 0% HPLC
Osmotic Resistance Negative Negative Silverstoni & Bianco
Sickling Test Presente Absent Dacie & Lewis
Solubility Test (HbS) Positive Negative Itano
Molecular Analysis HbS SS absence of mutation PCR-RFLP
-158 (C—>T)5 ¢ (Xmnl) (+/-) - PCR-RFLP
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Resumo

O estresse oxidativo € um dos processos envolvidos na fisiopatologia da Anemia Falciforme
(AF). Avaliamos a relacdo do estresse oxidativo com o perfil leucocitdrio e o tratamento
utilizado para AF, em 35 pacientes. O estresse oxidativo foi avaliado pela dosagem
plasmdtica das espécies reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS) e trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software STATISTICA 7.0. Os pacientes foram separados em quatro categorias: 1-pacientes
sob quelacdo de ferro por deferasirox — DFX; 2-pacientes em uso de DFX e hidroxiuréia
(HU); 3-pacientes sem uso de medicacdo especifica e 4-pacientes sob o uso de HU. Os
valores de TBARS estavam acima da faixa de normalidade e, entre os grupos, houve
diferencga significante (p=0,028), sendo a peroxidacdo lipidica maior no grupo sem uso de
medicacdo especifica. Os valores de TEAC ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos, porém os valores médios estavam acima dos valores de referéncia. Nao houve
diferenga entre os grupos no numero de leucdcitos totais, mas os valores estavam acima da
normalidade nos grupos 1 e 4. A porcentagem de mondcitos estava acima dos valores de
referéncia em todos os grupos e houve diferenca entre eles (p=0,003), sendo os valores mais
elevados nos pacientes do grupo 3. Portadores da AF apresentam aumento do estado oxidativo
e melhor resposta ao tratamento foi observada na associagcdo da terapia transfusional com a
quelacdo de ferro e o uso de HU. O aumento de pré-oxidantes pode explicar o aumento das

células de defesa, como os mondcitos. J4 a capacidade antioxidante nesses pacientes nio foi
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suficiente para neutralizar as espécies reativas de oxigénio que geram peroxidacgdo lipidica. A
resposta observada no grupo sem uso de tratamento especifico evidencia o estresse adicional

ao quadro clinico da doenca.

Palavras — chave: Peroxidacdo lipidica, estresse oxidativo, anemia falciforme.

Introducao
A anemia falciforme (AF) € uma afeccdo genética que envolve os genes que

codificam as cadeias beta globina; a mutacdo pontual no sexto cédon do gene beta (GTG —
GAG) leva a substitui¢do de um aminoécido da superficie da proteina, 4cido glutamico por
valina, originando uma Hb com caracteristicas fisicas e bioquimicas alteradas, denominada
Hb S (1). Em condig¢des de hipoxia, desidratacdo ou acidose, a Hb S polimeriza (2,3), levando
a multiplas alteracdes da célula, que culminam em hemdlise (4,5). Estudos recentes tém
revelado que a fisiopatologia da anemia falciforme é complexa e estdo envolvidos processos
recorrentes de vaso oclusdo, ativacdo de leucécitos, de células endoteliais, de plaquetas,
inducdo de mediadores inflamatérios, diminui¢do da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO)
e estresse oxidativo (6,7). Os portadores apresentam manifestacdes clinicas complexas e
diversificadas influenciadas pela caracteristica genética, que determina a concentracio
intracelular de hemoglobina S, pelos haplétipos, co-heranca de outros genes, fatores
ambientais e o estresse oxidativo (4, 7, 8, 9).

O estado oxidativo das células é determinado pelo balanco entre pro-oxidantes e
antioxidantes. Quando ocorre um aumento das Espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou
diminui¢do da capacidade antioxidante, as EROs s@o capazes de lesar componentes celulares
direta ou indiretamente, modificando sua estrutura e/ou funcdo e gerando o estresse oxidativo
(9,10). Os eritrocitos falcizados estdo em constante estresse oxidativo e, assim, liberam
produtos de degradacdo da Hb S (complexos de Fe’t e Fe3+, e EROs O, H,0,, OH), que
atacam a membrana eritrocitdria e catalisam a destrui¢do de hidroperéxidos lipidicos com a
formacao de radicais alcoxil e peroxil (11), que dao continuidade ao processo, com resultante
liberacdo de alcanos como o malondialdeido (12,13). Promovem também a oxidacdo de
lipideos, proteinas e DNA, afetando védrios mecanismos celulares, além de influenciar no
fendtipo da doenca falciforme, nos processos vaso oclusivos e aumentando as propriedades
adesivas dos eritrdcitos, leucécitos e plaquetas ao endotélio (14).

A Hidroxiuréia (HU) vem sendo administrada no tratamento convencional das

doengas falciformes por induzir o aumento da sintese de Hb F em cerca de 60% dos pacientes;
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eleva a taxa de hemoglobina, do VCM (Volume Corpuscular Médio), e reduz o niimero de
reticuldcitos (15, 16, 17). Estudos recentes tém demonstrado que a HU, além de reduzir a
expressdo de moléculas de ades@o na superficie dos eritrécitos, também é capaz de reduzir o
numero de granuldcitos, mondcitos e plaquetas que, quando aumentados, sdo fatores de risco
para a vaso-oclusdo (2, 16, 19, 20). A transfusdo regular de hemécias em portadores da AF
tem como finalidade manter a concentracdo de Hb S abaixo dos 30%, diminuindo a intera¢do
de células anormais e aumentando a oxigenacdo. Pacientes dependentes de transfusdo
sanguinea estdo sujeitos a sobrecarga de ferro e, o uso de agentes quelantes, que previnem o
acimulo de ferro e os danos resultantes, torna-se indispensdvel para a sobrevida desses
pacientes (22, 23). O deferasirox (DFX) € um agente quelante com meia-vida plasmatica
prolongada, sendo capaz, de promover quelacdo eficaz por mais tempo. Possibilita maior
adesdo ao tratamento, melhor controle da quantidade de ferro no organismo e melhor
qualidade de vida, com menor ocorréncia de doengas cardiacas e maior sobrevida desses
pacientes (24).

Diante da diversidade fenotipica em doentes falciformes no Brasil, objetivou-se
avaliar eventos que interferem no fendtipo destes pacientes para melhor compreensdao da
fisiopatologia da doenca. Portanto, neste trabalho avaliou-se a relagdo do estresse oxidativo
com o perfil leucocitdrio, e o uso de medicacdo especifica utilizada para o tratamento da

doenca falciforme.

Métodos

Pacientes e amostras
As amostras de sangue dos portadores da anemia falciforme foram coletadas em dois

tubos estéreis contendo EDTA e heparina, respectivamente, apds consentimento livre e
informado. Participaram do estudo 35 pacientes em acompanhamento clinico no ambulatério
do Hemocentro da Faculdade da Santa Casa de Sdo Paulo, destes 27 (77,2%) eram do género
feminino e oito (22,8%) do género masculino e a média de idade foi de 28,2 + 12,2 anos.
Foram excluidos do grupo de estudo pacientes que apresentaram eventos vaso-oclusivos e
receberam transfusdo de hemacias dentro do periodo de 60 dias. Todos os pacientes estavam
sob o uso de 4cido félico, no entanto, 26 (74,3%) pacientes estavam sob regime transfusional
regular de hemécias, e 17 (48,6%) usavam o quelante de ferro deferasirox e 9 (25,7%) usavam
deferasirox e a hidroxiuréia; 7 (20,0%) sé recebiam o acido félico e dois (5,7%) utilizavam

somente hidroxiuréia.
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Para avaliar o efeito da medicagdo especifica nos indices hematoldgicos, peroxidagao
lipidica e capacidade antioxidante os paciente foram separados em quatro categorias: 1-
pacientes sob quelacdo de ferro por deferasirox — DFX; 2-pacientes em uso de DFX e HU; 3-
pacientes sem uso de medicacao especifica e 4-pacientes sob o uso de HU.

Para estabelecermos os valores de normalidade para o método de TEAC, uma vez
que os resultados encontrados diferiram do intervalo estabelecido pela literatura (1,32 a 1,58
mM/L), avaliamos 81 individuos, randomizados, com Hemoglobinas normais e com os
valores de TBARS dentro do intervalo de normalidade (0 a 440 ng/mL), assim, estabelecemos

os valores de normalidade para o TEAC de 1,85 mM/L a 2,31 mM/L.

Estudo das Hemoglobinas

As amostras foram submetidas a procedimentos eletroforéticos e cromatogréficas
pela Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) pelo equipamento VARIANT
(BIO-RAD) com Kit de anédlise Beta Talassemia Heterozigota (25). O DNA gendmico foi
extraido de leucdcitos de sangue periférico, segundo a técnica de extracdo por fenol-
cloroférmio e precipitagio por etanol, com modificacdes (26). A confirmagio do alelo B° foi
realizada por PCR—RFLP. Os primers utilizados foram: o primer P277 (sense): 5> GGC AGA
GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e P278 (antisense): 5 ACC TTA GGG TTG CCC ATA AC 3’.

Para a mistura utilizou-se um volume final de 25,0 pL de reagdo, cada primer a uma
concentracdo de 10,0 uM, dNTP a 1,25 mM cada, Taqg Polimerase de SU (Invitrogen), MgCl,
a 50 mM e 2,0 uL. de DNA a 100 ng/uL. A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes
condi¢des de temperatura: 94°C para desnaturacdo inicial, 55°C de anelamento e 72°C de
extensdo. Apds a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido pela enzima de restri¢do
FastDigest' ™ Ddel (Fermentas) a 37° C por 5 minutos. Como a mutagio no cédon 6 (GAG —
GTG) elimina um sitio de restri¢do; apds a digestdo o alelo normal gera 3 fragmentos, de 201
pb, 88 pb e 87 pb, e o alelo mutante gera dois fragmentos, um de 288 pb e outro de 88 pb
27).

Dosagem de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

A dosagem plasmdtica das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi
utilizada para avaliar a peroxidagdo lipidica das amostras. O método € baseado na reagcao do
malondialdeido e outros aldeidos com o &cido tiobarbitirico (TBA) em pH baixo e
temperatura elevada, para formar um complexo com absor¢do maxima em 535nm. Valores até

440 ng/mL sao considerados normais (28, 29).
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Determinacao da Capacidade Antioxidante Total em Equivaléncia ao Trolox (TEAC)

A capacidade antioxidante das amostras foi determinada segundo a sua equivaléncia
ao trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico), um antioxidante anidlogo
sintético hidrossolivel da vitamina E. A capacidade antioxidante (TEAC) foi quantificada por
meio de uma técnica colorimétrica baseada na reacdo entre o ABTS (SIGMA, A1888) (2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolinaacido-6-sulfonico-diamonio) com persulfato de potdssio
(K2S203) que produz o radical cation ABTSe+, cromoéforo de coloracdo verde/azul. A adigao
de um antioxidante a este radical cdtion pré-formado o reduz novamente a ABTS e a
descoloragdo € avaliada em 734nm para a determinacdo da capacidade antioxidante total da

amostra (30, 31).

Dados hematolégicos e medicagao especifica

Os dados hematoldgicos e informagdes da medicagdo/tratamento foram obtidos por
consulta aos prontudrios médicos, banco de dados do hospital e da aplicacdao de questiondrios.
O numero total de leucdcitos e a contagem diferencial de leucdcitos foram realizados pelo

contador automatizado de células Cell-Dyn®, modelo 3000, (Abbot Diagnostics).

Analises Estatisticas

As amostras foram avaliadas quanto a normalidade e a homoscedasticidade pelo teste
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados que atenderam as premissas para a
utilizacdo de testes paramétricos foram submetidos aos testes: Teste t independente e a
Andlise de Variancia (ANOVA) complementada pelo teste de comparacdes multiplas de
Tukey. Para os dados ndo paramétricos foram utilizados o teste Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis complementado pelo teste de Dunn. Para as andlises de correlagdes foi utilizado o feste
de correlagdo de Pearson; para dados paramétricos, e correlacdo de Sperman, para dados nao
paramétricos, com a seguinte classificacdo: correlagdo perfeita (=1), forte (>75), média (>0,5),
fraca (<0,5) e inexistente (=0). O teste de regressdo linear simples foi aplicado para a
avaliacdo de causa e efeito entre as varidveis dependentes e independentes (32, 33). O

software utilizado nas analises foi o Statistica 7 e o alfa fixado de 5%.
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Resultado

O perfil leucocitario, plaquetdrio, indices de peroxidagdo lipidica (TBARS) e da
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) dos portadores da AF separados pelo
tipo de tratamento/medicacao especifica, conforme agrupamento previamente realizado, estao
representados na Tabela 1. Os valores estdo expressos em Média + Desvio Padrdao. Devido ao
nimero pequeno de pacientes que utilizavam somente a hidroxiuréia (n=2), estes ndo foram

incluidos nas comparagdes entre os outros tratamentos.

Tabela 1 — Pardmetros hematolégicos e bioquimicos de estresse avaliados nos doentes
falciformes separados segundo o tipo de medicacdo especifica em uso.

(DFX) (DFX/HU) (SME) Valores de
n=17 n=9 n=7 Referéncia

Indices

Leucéeitos (10°.mm’) 10,8 £2,2 89+27 9,125 4,6 -10,2*  p=0,13

Neutroéfilos (%) 56,385 532+13,1 494+11,1 37 - 80* p=0,34

Linfécitos (%) 30,1+£8,5 33,0+12,1 30,0+7.8 10 - 50%* p=0,74
Mondcitos (%) 7,9+42 8,0+3,2 109+24 1-3* p=0,03
Eosinéfilos (%) 4,8+33 4,8 +3,6 5,8+49 1-7% p=0,68

TBARS (ng/mL) 756 £269 559 +£128 775+122  0-440*%*  p=0,02

TEAC (mM/1) 226+£0,09 222+0,07 228+0,03 2,12+0,10 p=058

Dados representados: Média + Desvio Padrao
Valores de Referéncia: *"Hemocentro da Santa Casa de Sao Paulo, ** PERCARIO, 2004.

Na andlise da peroxidacdo lipidica e da capacidade antioxidante verificamos se a
idade e o género influenciaram nos valores de TBARS e TEAC. Para tanto classificamos os
DF em trés faixas etarias: (1) 9 a 20 anos, (2) 21 a 30 anos e (3) 31 a 50 anos,
correlacionamos com o género, TBARS e TEAC pelo feste ANOVA Fatorial e verificamos
que nao houve diferenca estatistica significante entre os doentes tanto para TBARS (p=0,18)
quanto para TEAC (p=0,22) para essas variaveis, idade e género.

Os valores de TBARS nos DF estavam acima da faixa de normalidade e entre os
grupos, separados de acordo com a medicacdo, houve diferenca significativa (p=0,02). O
grupo 2 apresentou menor peroxidacao lipidica comparado com o grupo 1 e 3, Figura 1.

A avaliacdo da capacidade antioxidante entre os grupos nao apresentaram diferenca

significativa. Comparando com o grupo de individuos sem hemoglobinopatias (Hb AA -
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controle interno para esse parametro), os DF apresentaram maior capacidade antioxidante

com diferenca significativa (p<0,001), Figura 2.
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Figura 1. Valores de TBARS (ng/mL) nos pacientes com anemia falciforme sob diferentes tipos de
tratamento/medicacdo especifica. p<0,05 teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn.
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Figura 2. Valores de TEAC (mM/L) nos pacientes com anemia falciforme sob diferentes tipos de
tratamento/medicacdo especifica, comparado com os individuos sem hemoglobinopatias (AA).
#p<0,001 comparado com os grupos 1, 2 e 3, teste ANOVAum critério, seguido pelo teste de Tukey.
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Na série branca, a média do numero total de leucdcitos, entre os grupos, nao
apresentou diferenca significativa, porém, os pacientes do grupo 1 estavam com os valores
acima do valor de referéncia.

Na contagem diferencial de leucdcitos, os neutrdfilos, linfécitos e eosindfilos, de
todos os grupos avaliados estavam dentro da faixa de normalidade e ndo apresentaram
diferenca significativa. Porém, a porcentagem de mondcitos estava acima da normalidade em
todos os grupos e houve diferenca significativa entre eles (p= 0,03). Os pacientes do grupo 3
apresentaram uma maior porcentagem de mondcitos em relagdo aos outros pacientes
avaliados. .

Com o intuito de verificar se a peroxidagdo lipidica teve alguma relagdo com o
aumento do nimero de mondcitos nos doentes falciformes, foi aplicado o teste de correlacao
linear entre os grupos e porcentagem média de mondcitos. Somente, no grupo 3 houve uma

correlagdo linear significativa e forte (p=0,02, r=0,80) (Figura 3).
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Figura 3. Comparacdo da porcentagem média de mondcitos nos pacientes sem o uso de
medicacao/tratamento especifico.
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Discussao
Em condig¢des fisioldgicas normais, a produgdo de espécies reativas de oxigé€nio €

compensada pelo sistema de defesa antioxidante que assegura o fluxo basal de EROs sem
prejudicar o organismo. O estresse oxidativo resulta quando a producdo de EROs esgota os
limites de antioxidantes enddgenos produzidos pelos mecanismos de defesa, danificando
alvos moleculares (lipideos, proteinas, carboidratos, etc.) resultando em disfun¢do e/ou morte
celular (8).

Nos eritrocitos falcémicos, o estresse oxidativo € decorrente da alta taxa de meta Hb
S, menos estaveis do que a meta Hb A, resultando na formacao de hemicromos com liberagao
do grupo heme e de ferro (9, 34). A auto-oxidacdo da Hb leva a formacdo de radicais
superdxido (0;7) e hidroxila (OH*) que, juntamente com o grupo heme, iniciam uma via de
oxidagdo da Hb que resulta em danos aos eritrocitos falcémicos, principalmente, na
membrana celular, tais como oxidagdo dos tidis de proteinas e peroxidacdo lipidica, dessa
forma, a dosagem de TBARS ¢é bom indicador de estimulos pré-oxidantes (35-37, 8).

A avaliacdo do estresse oxidativo nesse estudo, as varidveis género e idade ndo
interferiram nos valores de TBARS e TEAC, deixando assim, o grupo mais homogéneo.
Estudos anteriores do mesmo grupo, avaliando a idade como uma varidvel nos valores de
TBARS e TEAC, encontraram uma menor peroxidacdo lipidica em individuos com idade
entre seis meses a 17 anos, em relacao a individuos com idade entre 18 a 65 anos (38).

A hidroxiuréia é uma droga doadora de 6xido nitrico, impede a vasoconstri¢do,
diminui a expressdo de moléculas de adesdo, reduz o numero de leucdcitos (17, 39) e,
consequentemente, diminui os processos de vaso oclusdo, de isquemia/reperfusdo na
microcirculagdo e hiperhomocisteina (35, 40, 8). Esses eventos clinicos resultam na producao
de espécies reativas de oxigénio e, com a diminuicdo dos mesmos pelo uso da hidroxiuréia ha
menor producdo de agentes pré-oxidantes e consequentemente peroxidacao lipidica nos DF.

Nos pacientes que faziam uso de deferasirox, observamos uma potencializacdo da
diminui¢do de agentes agressores. A acdo do deferasirox em DF e beta talassemia aliados a
regime transfusional regular de hemadcias, promove reducdo progressiva do ferro toxico (ferro
nao ligado a transferrina) — NTBI apds mudltiplas doses (41). Glickstein et al. (42)
demonstraram a rdpida capacidade de acesso do deferasirox no interior de cardiomidcitos e
conseqiiente eficicia ferroquelante, e Wood et al. (43) demonstraram efeito cardioprotetor do
deferasirox tanto em pacientes com talassemia beta maior quanto em pacientes com doenca
falciforme que apresentavam sobrecarga de ferro transfusional. Portanto, os pacientes

avaliados que usavam deferasirox sem a associacdo com a hidroxiuréia, apesar de diferenca
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estaticamente significativa, apresentaram peroxidac¢do lipidica menor do que no grupo sem o
uso de medicacao especifica, indicando um efeito protetor do uso continuo da droga.

Mesmo que os mecanismos de defesa sejam afetados na doenca falciforme, como
niveis baixos de antioxidantes ndo enzimaticos (vitamina A, C e E) e enzimadticos (glutationa
peroxidase e superoxido dismutase) (44, 45), uma maior capacidade antioxidante foi
observada nos doentes. Esse aumento pode ser explicada pela resposta ao grande nimero de
pré-oxidantes gerados na doenca falciforme.

O perfil leucocitario dos pacientes estava, em sua maioria, dentro dos padrdes de
normalidade, exceto para os valores percentuais de mondcitos que estavam acima da faixa de
normalidade. Os testes estatisticos mostraram que quanto maior os valores de TBARS maior a
porcentagem de mondcitos. Conforme demonstrado na literatura que o estresse oxidativo
aumenta as propriedades adesivas de hemdécias, plaquetas e leucdcitos (46). Sultana et al.
(1998), avaliando cultura de células endoteliais de veia humana, em interacdo com eritrécitos
falcémicos estimulados por agentes oxidantes, verificaram o aumento da expressdo de
moléculas de adesdo celular (ICAM-1, E-selectina e VCAM-1), e aumento da migracao
transendotelial de mondcitos humano e da fosforilacio da PECAM-1. Estes resultados
sugerem que a aderéncia dos eritrocitos falcémicos nas células endoteliais gera estresse
oxidativo local levando o aumento da adesdo de mondcitos e reticuldcitos falcémicos, o que
pode contribuir para a vaso-oclusdo (14).

Os resultados encontrados no presente estudo confirmam o estado oxidante
aumentado em portadores da AF e a melhor resposta ao tratamento/medicacdo utilizado
quanto ao estresse oxidativo foi a associac@o da terapia transfusional com a quelagdo do ferro
por DFX e o uso de hidroxiuréia. O aumento das células de defesa como os mondcitos pode
ser explicado pelo aumento dos agentes pré-oxidantes, evidenciado nos pacientes que nao
faziam uso de terapia quimica especifica e a capacidade antioxidante inata ndo foi suficiente

para neutralizar as espécies reativas de oxigénio gerados pela doenca.
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APENDICE C - QUESTIONARIO

AQAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

WA
u ne Sp ¥ 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Séo José do Rio Preto

Questionario do projeto de Pesquisa ‘“Estresse oxidativo em doentes falciformes: influéncia

dos haplétipos, interacoes genéticas e medicacao especifica”.

Data: / /

Nome completo:

Sexo: () feminino () masculino

Endereco:

Cidade e estado aonde mora:

Telefone residencial: ()

Telefone comercial: (___)

Idade: Data de nascimento: / /

Etnia (indicar o pais de origem):

Local de nascimento (indicar cidade, estado e pais):

Histéria Clinica: Complicacdes Agudas ou Crdnicas

N° de crises de dor por ano nos dltimos 3 anos: [] 0a2 []3a5 [] maiorouiguala6
N° de infec¢des por ano dos dltimos 3 anos:  [] Oa2 ] 3a5 [ maiorouiguala6

N° de internag¢des por ano nos ultimos 3 anos: [] 0a?2 (] 3a5 [ maiorouigual a6

Pulmonar: Sindrome Toracica Aguda [ Nio []1Sim
Cardiaca: Cardiomegalia [ Nao [ Sim ICC [] Ndo [ Sim
Hepatobiliar: Célculo Biliar []Ndo [] Sim Colecistectomia [] Ndao [] Sim
Neuroldgica: AVC ] Nao ] Sim
Enddcrina: Diabetis Mellitus [] Nao []Sim
Osteoarticular: Osteonecrose [] Nao []Sim
Cutanea: Ulcera isquémica ] Nao []Sim
Uroldgica: Priapismo ] Nao []Sim
Oftalmoldgica: Retinopatia ] Nao []Sim

Outra: Esplenectomia: Esplenectomia ] Nao ]Sim

Histérico Transfusional
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-N° de unidades de concentrado de hemacias transfundidas até o inicio do estudo?
[Jmenor 10 [110a20 021a30 031a10 ] maior que 40
- Em regime regular de transfusdo de hemécias?

[ INdol ] Sim Intervalo: Data da tltima transfusio:

Medicamentos em uso

- Hidroxiureia: [INdo [JSim Inicio (data):__ Dose diaria:___
- Desferroxamina (Desferal): [INdo [JSim Inicio (data);_ Dose diaria:_
- Deferiprona (Ferriprox): [INdo [JSim Inicio(data):_ Dose didria:___
- Deferasirox (Exjade): [(I1Ndo [J1Sim Inicio(data):_ Dose diaria:__
- Acido félico: [INao [ Sim Inicio (data):
- Vitaminas: [JNao []Sim Quais?
- Analgésicos: [INdo [ Sim Quais?
- Outros: [INao []Sim Quais?

Tem contato com produtos quimicos? (Exemplos: solvente, cola, tinta, pesticida, herbicida,
fertilizante, 6leos de motor, gasolina, fumaca, material radioativo, outras substancias)
( )ndo

() sim — Quais?

Fuma? ( ) ndo () sim - A quanto tempo?

Toma bebidas alcodlicas?
( )nao

() sim - Quando foi a dltima vez que voce ingeriu bebida alcodlica?

Muito obrigado por sua consideracio em dispor o seu tempo para preencher este questionario.
Edis Belini Junior
Cargo/funcao: Pés-graduando/Bidlogo
Intituicao IBILCE - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
UNESP - Universidade Estadual Paulista
Endereco: Rua Cristévao Colombo, 2265 — Jardim Nazareth — CEP: 15054-000.
Sao José do Rio Preto — SP, Fone: (17) 3221-2392
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APENDICE D- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNESP - Sao José do Rio Preto
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Conselho Nacional de Saude, Resolucdo 196/96)

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntdrio do projeto de pesquisa “Estresse
oxidativo em doentes falciformes: influéncia dos haplétipos e medicacdo especifica” sob
responsabilidade do P6s-Graduando Edis Belini Junior. O estudo serd realizado com amostras de sangue
para diagndstico de hemoglobinas anormais, hemocromatose e capacidade antioxidante, visando
esclarecer as diferencas de manifestacdo entre os diferentes individuos. O risco é considerado minimo,
caracterizado pela possibilidade de mancha roxa no local da picada da agulha de coleta. Vocé podera
consultar o pesquisador responsdvel em qualquer época, pessoalmente ou por telefone, para
esclarecimento de qualquer divida. Vocé estd livre para, a qualquer momento, deixar de participar da
pesquisa. Todas as informacgdes por vocé fornecidas e os resultados obtidos serdo mantidos em sigilo e,
estes ultimos sé serdo utilizados para divulgagdo em reunides e revistas cientificas. Vocé serd informado
de todos os resultados obtidos, independentemente do fato destes poderem mudar seu consentimento em
participar da pesquisa. Voc€ ndo terd quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais
resultados decorrentes da pesquisa. O material bioldgico cedido serd armazenado e vocé poderd ser
chamado para dar a sua autorizagido para novo(s) projeto(s). Caso isso seja impossivel, seu material
biolégico somente serd utilizado mediante aprovagdo pelo CEP ou pela CONEP, em cumprimento a
Resolugao CNS 347/2005.

Assim, concordo em participar do projeto de pesquisa em questao.

Nome: R.G.:
Endereco: Fone:

de 2008.
Usudrio/ responsavel legal Pesquisador responsével

OBS: Este termo apresenta duas vias, uma destinada ao usudrio ou seu representante e a outra ao
pesquisador.

Edis Belini Junior
Cargo/funcao: Pés-graduando;Bidlogo
Intituicao IBILCE - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
UNESP - Universidade Estadual Paulista
Endereco: Rua Cristévao Colombo, 2265 — Jardim Nazareth — CEP: 15054-000.
Sédo José do Rio Preto — SP, Fone: (17) 3221-2392



Autorizo a reproducao xerografica para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, / /

Assinatura
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