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RESUMO

A anemia falciforme (Hb SS), caracterizada por estados de inflamacdo crbnica e
eventos de agressao isquémica e reperfusdo pode causar danos oxidativos as
macromoléculas biolégicas. Os genes epistaticos e os haplétipos do gene da globina
BS sdo possiveis moduladores de variabilidade fenotipica na Hb SS. A melatonina
pode atenuar o estresse oxidativo e abrandar a morbidade. O objetivo deste foi
analisar a influéncia de talassemia alfa (-o*"), haplétipos do gene BS e melatonina na
capacidade antioxidante total e expressao fenotipica, em individuos com Hb SS e Hb
AS. Para avaliar o nivel de melatonina sérica foram selecionadas 15 amostras de
pacientes com Hb SS e 24 com Hb AA da regido noroeste do estado do Parana
(NOPR). A triagem das hemoglobinas foram realizadas por métodos eletroforéticos e
cromatografico, e a caracterizacdo genotipica da Hb S por meio de PCR- RFLP e
PCR-AE. As espécies reativas de acido tiobarbitdrico (TBARS), e a capacidade
antioxidante total em equivaléncia ao Trolox (TEAC) foram determinadas por meio
da espectrofotometria. A melatonina foi estimada por meio de HPLC. O estado redox
foi analisado selecionando amostras de 68 individuos com Hb SS, 53 com Hb AS e
149 com Hb AA, das regides sul e sudeste do Brasil. Para analisar a influéncia dos
genes epistaticos sobre a TEAC, melatonina e expressdo fenotipica, foram
selecionadas 17 amostras com Hb SS, 30 com Hb AS, e 30 com Hb AA, da NOPR.
O critério para elegebilidade foi ser ndo fumantes, ndo gestantes, ndo etilistas e
estar na fase estavel para os individuos com HbSS. Os haplétipos do gene B° e a
talassemia -o’’ foram identificados por meio de PCR-RFLP e PCR multiplex,
respectivamente. Os niveis séricos de melatonina apresentaram-se reduzidos nos
individuos com Hb SS (P<0,001), e os TBARS e TEAC elevados quando
comparados a grupo controle (P<0,001 e P<0,01 respectivamente). A correlagéo
entre TBARS e TEAC (r=0,51; P=0,04) sugeriu a acdo da melatonina na defesa
antioxidante. Entre os grupos de diferentes localidades, o menor nivel de TBARS
incidiu no grupo que fazia o uso combinado de antioxidantes (P<0,05). Os niveis de
TBARS e TEAC dos portadores de Hb AS ndo apresentaram diferenca quando
comparados ao grupo com Hb AA (P>0,05). Os valores de TBARS, TEAC e

melatonina néo diferiram (P>0,05) entre os Bantu/Bantu, Bantu/Benin, bem como



entre a interacdo SS/ talassemia -0’ e sem talassemia (/o) (P>0,05). Assim
concluimos que os haplétipos Bantu e Benin, e a delecdo -0’ na populacdo
analisada ndo influenciaram os niveis séricos de melatonina, a capacidade
antioxidante total e a expresséo fenotipica. Os resultados sugerem também que a

melatonina contribui na elevacdo da defesa antioxidante total.

Palavras-chave: anemia falciforme; traco falciforme; TBARS; TEAC,;

hemoglobinopatia; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Sickle cell disease (Hb SS), characterized by chronic inflammation and ischemic
damage episodes and reperfusion, comprises excessive production of free radicals
which can cause oxidative damage to biologic macromolecules. The epistatic genes
and the polymorphism of the /° globin gene region are possible modulators of
phenotypical variability of sickle cell disease in Hb SS. Melatonin can diminish both
the oxidative stress and morbidity. The objective of this study was to analyze the
influence of -@*’ thalassemia and from /° gene haplotypes on total anti-oxidant
capacity, melatonin serum levels and phenotypical expression in individuals with Hb
SS and Hb AS. To evaluate melatonin serum level 15 samples with HbSS and 24
with Hb AA from the northwest region of Parana state (NOPR). The hemoglobin
screenings were performed by electrophoretic and chromatographic methods and
genotypic characterization of Hb S by PCR- RFLP and PCR-AE. The concentrations
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), used as markers of oxidative
stress and total antioxidant capacity in equivalence to Trolox (TEAC), were
determined by spectrophotometry. Melatonin was estimated by HPLC. The redox
state was analyzed through selecting 68 individuals with Hb SS, 53 with Hb AS and
149 with Hb AA from Brazil's south and southeast regions. To analyze the influence
of epistatic genes on TEAC, melatonin and phenotypical expression, there were
selected 17 samples with Hb SS, 30 with Hb AS, and 30 with Hb AA from NOPR. The
° gene haplotypes and -o/*’ thalassemia were identified through RFLP-PCR and
multiplex PCR, respectively. The melatonin serum levels appeared significantly
reduced in individuals with Hb SS (P<0.001); and the TBARS and TEAC appeared
significantly increased when compared to the control group (P<0.001 and P<0.01,
respectively). The correlation between TBARS and TEAC (r=0.51; P=0.04)
suggested the participation of melatonin in antioxidant defense. Among the groups of
different localities, the lower levels of TBARS occurred in the group that made use of
combined antioxidants (P<0.05). The TBARS and TEAC levels of Hb AS group did
not show any difference when compared to Hb AA group (P>0.05). The TBARS,
TEAC and melatonin levels did not differ (P>0.05) between the Bantu/Bantu,

Bantu/Benin groups, as well as between the interaction SS/ -alpha 3.7 thalassemia



and with no thalassemia (ao o) (P>0.05). Thus, it was concluded that the Bantu and
Benin haplotypes, as well as the —alpha 3.7 deletion in the studied population, did not
influence the melatonin serum levels, the total antioxidant capacity and phenotypical

expression. The results also suggest that melatonin contributes to the elevation of
total antioxidant defense.

Keywords: sickle cell anemia; sickle cell trait; TBARS; TEAC; hemoglobinopathy;
oxidative stress.
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1 Introducéo geral
1.1 Estrutura e sintese das Hemoglobinas humanas

A hemoglobina (Hb), presente no meio intra-eritrocitario, € uma molécula de
estrutura quaternaria composta por quatro cadeias polipeptidicas, ou globinicas, e
quatro grupamentos heme, cuja principal funcdo é transportar o oxigénio (O;) dos
pulmdes para os tecidos. Sua estrutura € quimicamente unida a um grupamento
prostético de ferro, o heme, constituido por um anel tetrapirrélico de protoporfirina 1X
que contem no seu centro um atomo de ferro no estado ferroso (Fe®*) com a
propriedade de ligar ou liberar o O, nos tecidos (MARENGO-ROWE, 2006;
SCHECHTER,2008). Duas das quatro subunidades globinicas sdo compostas de
cadeias do tipo alfa (alfa-o. e zeta- {) cada qual com 141 residuos de aminoacidos.
As outras duas, com 146 residuos de aminoacidos cada, sdo compostas por cadeias
do tipo beta (beta-B, delta-d, gama-y e épsilon-g). As combina¢des entre as cadeias
do tipo alfa com as do tipo beta originam diferentes moléculas de Hb no decorrer das
distintas fases de desenvolvimento humano, desde o embrionario até a fase pos-
natal (NAOUM,1997; ZAGO,2001).

A sintese de cadeias globinicas € controlada por duas familias génicas
localizados no cromossomo 16 (familia dos genes tipo o) e no cromossomo 11
(familia dos genes tipo ), na ordem em que s&o expressos, no sentido 5'— 3’. Nos
periodos embrionario, fetal e adulto, diferentes grupos de genes sdo ativados ou
suprimidos, sendo as cadeias polipeptidicas sintetizadas e coordenadas, em
quantidades equivalentes (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003; SCHECHTER,
2008). A familia oo e B incluem, além dos genes estruturais ativos, 0os pseudogenes
(v) que possuem sequéncias equivalentes a um gene de globina ativo, porém,
inativados devido a mutacfes que inibem a sua expressdo. Os genes da familia o
estdo distribuidos em um segmento de DNA de cerca de 30 kb do braco curto do
cromossomo 16 (16p13.3) e se dispdem como segue: 5'-C-y{-yo-02-al-3'. A familia
do gene B ocupa cerca de 60 kb do bracgo curto do cromossomo 11 (11p15.5) onde
se observam 0s genes 5'-g-Cy- Ay-yB-5-B-3.

A expressao do gene o € regulada por uma sequéncia denominada HS-40,
sitio hipersensivel a digestdo com DNAse, situada a 40 kb do gene { (ZAGO et al.,

2001; SCHECHTER, 2008). A regulacdo da expressdo dos genes do tipo B é
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controlada por uma regido denominada locus control region (LCR), constituido por
cinco sitios hipersensiveis a digestdo com DNAse, localizados entre 6 e 18kb do
gene &. Essa regido parece contribuir para a expressdo sequencial dos genes
durante o desenvolvimento ontogenético (ZAGO et al., 2001; SCHECHTER, 2008)
(Figura 1).

Genes tipo o (Cromossomo 16)

Genes tipo B (Cromossomo 11)

Proteinas Hemoglobina

Embrionéaria Fetal Adulta
Hb Gower 1 HbF HbA
Hb Gower 2 HbA2
Hb Portland

Figura 1. Organizacao cromossdmica do complexo génico de globina o e B (Adaptado
de SCHECHTER, 2008)

As Hb embrionarias Gower-1 ({sg;), sdo predominantes nas quatro
semanas inicias do periodo embrionario e as Portland ({yy2) e Gower 2 (oiey)
produzidos até trés meses pds concepto. A partir desse periodo, na fase fetal,
prevalece a producao de Hb fetal (Hb F- oy2), enquanto a Hb A (0i232) € Hb Az (0202)
sao produzidas em pequenas propor¢gdes. Ao nascimento as Hb F e Hb A perfazem
cerca de 80% e 20% da Hb total, respectivamente, havendo substituicdo gradual da
cadeia y por B até estabilizarem-se ao redor do sexto mes de vida pds-natal. Na fase
adulta a Hb A é predominante (96% a 98%), seguida de Hb A, (2,5% a 3,7%) e Hb F
(0 a 1%) (NAOUM,1997; GALIZA NETO, PITOMBEIRA, 2003).
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1.2 Hemoglobinopatia S

As hemoglobinas anormais sao desordens genéticas amplamente
distribuidas em todos os continentes (NAOUM, 1997). As mais comuns Sdo a
hemoglobina variante S (Hb S) e as talassemias alfa e beta, descritas em varias
combinacdes, com grande heterogeneidade fenotipica, que variam de quase
imperceptiveis a letais (NAOUM, 1997; GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003). O
gene da Hb S, de origem multicéntrica, provenientes das regides distintas do
continente africano, e também da peninsula arabica e da Iindia, foi introduzido no
Brasil e em outros paises das Américas por meio do comércio dos escravos
(PAGNIER et al., 1984; KULOZIK, et al., 1986; BRASIL, 1996; ).

A molécula de Hb S, um tetramero de duas cadeias globinicas alfa e duas
cadeias globinicas B°, é originada de uma transversdo GAG para GTG no gene cujo
codon codifica o sexto aminoacido de cadeia globinica . Essa mutacao resulta na
troca do aminoacido acido glutamico por valina durante o processo de traducéo,
sendo descrita tanto em homozigose (Hb SS-anemia falciforme) como em
heterozigose (Hb AS-tracgo falciforme), além da combinacdo com talassemia alfa ou
beta ou com outras variantes hemoglobinicas. O processo mutacional afeta a
molécula no seu estado desoxigenado por causar a oxidacdo da Hb S com
precipitagdo de corpos de Heinz e a geragdo de radicais livres oxidantes. Essas
agressdes intra-eritrocitarias prejudicam o desempenho fisiolégico da membrana do
eritrécito falcémico, causando lesdes e perda de sua plasticidade (FRENETTE;
ATWEH, 2007).

Estima-se que 10% da populacdo mundial possuem genes da Hb S e das
talassemias (NAOUM,1997). No Brasil, a prevaléncia de Hb AS varia,
aproximadamente, de 1,5% a 10%, e estima-se que cerca de 25 a 30 mil brasileiros
portam a anemia falciforme com a taxa anual de 3.500 novos casos. Estima-se que
para cada 1000 recém-nascidos vivos, uma crianca seja portador de anemia
falciforme (CANCADO; JESUS, 2007; SIMOES et al., 2010; LERVOLINO et al.,
2011).

Entre as doencas falciformes destaca-se a anemia falciforme, por ser a mais
prevalente e por apresentar maior gravidade clinica e hematoldgica (NUZZO;
FONSECA, 2004; ZAGO; SILVA PINTO, 2007; SONATI; COSTA, 2008; MARTINS;



24

MORAES-SOUZA; SILVEIRA, 2010). Refere-se como doenca falciforme, a forma
sintomatica do gene da globina B°, em homozigose ou em heterozigose com outras
hemoglobinopatias (CANCADO, 2007).

A distribuicdo da Hb S, bem como das talassemias apresentam variacdes
regionais devido as diferencas nas composi¢cOes étnicas acrescida a intensa
miscigenacdo que caracteriza a populacdo brasileira (ORLANDO et al., 2000;
WENNING et al.,, 2000; CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2005;
SEIXAS et al. 2008; SILVA FILHO et al., 2010). Devido a significativa prevaléncia,
associada a alto indice de morbi-mortalidade, as doencas falciformes bem como as
sindromes talassémicas sédo atualmente consideradas como um problema de Saude
Plblica no Brasil. A detec¢cdo da Hb anormal, incluida no Programa da Triagem
Neonatal, reflexo da relevancia da hemoglobinopatia na saude publica, possibilita as
medidas preventivas e tratamentos das complicacbes agudas e cronicas,
aumentando assim a sobrevida dos portadores de doenca falciforme (RAMALHO et
al., 2003; CANCADO; JESUS, 2007).

O curso clinico da anemia falciforme é significativamente distinto, embora a
alteracdo molecular seja a mesma. Sao documentados varios indicadores como
possiveis moduladores desta variabilidade fenotipica nha anemia falciforme, entre os
quais a talassemia alfa e os haplétipos associados ao gene da globina B° (GUPTA et
al.,, 1991; FIGUEIREDO, 2007; FLEURY, 2007). Tem sido reportado que a
concentracdo intracelular de Hb S esta na dependéncia direta do gendtipo de
globina alfa (GUPTA et al.,, 1991). A deficiéncia da globina alfa, causada pela
talassemia alfa, parece favorecer muito mais a formacdo de dimeros of” que a
formac&o de dimeros of®, pelo fato da globina alfa estar carregada positivamente e
a globina B* mais negativamente que a B° (STEINBERG; EMBURY, 1986). Assim,
a co-heranca de talassemia alfa com Hb S parece reduzir a polimerizacdo de Hb S e
a intensidade da hemdlise, atenuando desse modo complicacdes clinicas
associadas, tais como, Ulcera de perna, priapismo e doenca cerebrovascular. Por
outro lado, a elevacdo da taxa de Hb pode aumentar o risco de osteonecrose e
frequéncia de eventos vaso-oclusivos (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007,
FERTRIN; COSTA, 2010). Além destes fatores moduladores, o estudo multicéntrico
de genoma tem associado diversidade clinica da anemia falciforme a polimorfismo
de nucleotideo unico (FERTRIN; COSTA, 2010).
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1.3 Haplétipos da globina do gene B°

O polimorfismo no complexo génico das globinas beta € produzido por
variacdes de sequéncias que alteram o sitio de reconhecimento de uma enzima de
restricdio. O padrdo de combinacdo dos sitios polimorficos para qualquer
cromossomo € denominado de haplétipo (ANTONARAKIS et al., 1984). Os
haplétipos marcam segmentos cromossémicos reconheciveis que podem ser
seguidos através de genealogias e de populacdes. Assim, podem ser uteis no
estudo da origem e na evolucdo humana, (NAGEL e RANNEY, 1990), bem como no
estudo clinico, que pode ter papel determinante no progndéstico da doenca
(POWARS, 1991).

O complexo génico da globina B° estad associado a pelo menos cinco
diferentes hapl6tipos, os quais sao classificados conforme as regibes geograficas
especificas da Africa e Oriente Médio onde predominam. O hapl6tipo Benin esta
associado a Africa Ocidental; Bantu, & Africa Oriental Centro-Sul; o Senegal, & Africa
Atlantico Ocidental; Camardes ao grupo étnico Eton na Costa Ocidental Africana; e
Arabe-Indiano a india e Peninsula Aréabica Oriental (CHEBLOUNE et al.,1988;
NAGEL; RANNEY, 1990; ELION et al., 1992; LAPOUMEROULIE et al., 1992). Estes
parecem exercer influéncia na expressdo do quadro clinico da anemia falciforme
bem como nos niveis de Hb F. Os haplétipos Senegal e Arabe-Indiano aumentam os
niveis de Hb F (>15%) e tornam o quadro clinico menos grave; o Benin, niveis
intermediarios de Hb F (5% a 15%) e curso clinico grave, enquanto o haplétipo
Bantu apresenta niveis diminuidos de HbF (< 5%) e pior evolucao clinica (POWARS,
1991; ELION et al., 1992; POWARS; HAITI, 1993; GALIZA NETO; PITOMBEIRA,
2003)

1.4 Talassemia alfa

As talassemias compreendem alteracbes genéticas monogénicas mais
comuns na populacdo mundial e caracterizam-se pela reducdo ou auséncia da
sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da molécula de hemoglobina. Essa
anormalidade gera um desequilibrio nas quantidades relativas entre as cadeias, com

repercussao clinica e hematoloégica de diferente intensidade, desde anemia grave,
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incompativel com a vida, até formas assintomaticas (NAOUM; BONINI-DOMINGOS,
1998; OLIVEIRA; MENDIBURU; BONINI-DOMINGOS, 2006).

A talassemia alfa apresenta alta prevaléncia no sudeste da Asia, na
populacdo africana, na Europa e india (HARTEVELD; HIGGS, 2010). No Brasil,
cerca de 20% dos Afrodescendentes que portam o gene para variante Hb S
apresentam associacdes com a talassemia alfa (ZAGO, 2001).

As talassemias alfa decorrem de lesGes nos grupamentos de genes
codificadores de globinas alfa (o € 0). As lesGes mais comuns que comprometem o
gene alfa é a delecdo do gene o’ que indica remocao de 3.700 bases nitrogenadas
do complexo génico que resulta em um gene alfa a menos em um cromossomo (-o)
e outro com trés genes alfa (aoo®™™ *7) (URBINATI; MADIGAN; MALIK, 2006). A
delecdo de 3.7 kb é causada pelo pareamento errbneo e recombinacdo homologa
desigual entre regi6es homadlogas Z nédo correspondentes (Figura 2). Como existem
dois genes o funcionais e proéximos em cada cromossomo, genotipicamente, as
talassemias alfa sdo complexas. O genétipo do individuo normal é representado por
dois haplotipos (co/or). JA 0 genotipo para o individuo alterado pode produzir
dele¢bes nos quatro genes o (--/--), a denominada hidropsia fetal, uma forma
incompativel com a vida, comum no extremo asiatico, ou delecdo em trés com
presenca de somente um gene o funcional (--/-o) que causa anemia crbnica de
intensidade intermediéria, conhecida como doenca de hemoglobina H, rara no Brasil.
Existem ainda as formas em que ha lesdo de somente um (-o/ox) ou de dois genes
o (-/oo; -o/-a), caracterizadas como portador silencioso e trago alfa talassémico,
respectivamente (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998; ZAGO, 2001).

A prevaléncia do portador silencioso na populacdo brasileira varia
aproximadamente de 10 a 20% e a de traco alfa talassémico cerca de 3% entre os
Afrodescententes (SONATI et al., 1991;FIGUEIREDO et al.,1996; BEZERRA et al.,
2007; SILVA FILHO et al., 2009). O excesso de cadeias ndo-o. (B e y) nos eritrocitos
tende a tetramerizar-se, formando a Hb H (B*) nas criancas e nos adultos, e Hb
Bart’s (y*) no periodo fetal ou até alguns meses ap6és o nascimento. A Hb H
facilmente oxida e resulta em formacao de hemicromos, que tende a precipitar e fixar
nas membranas dos eritr6citos e nos precursores eritréides, causando leséao,
destruicdo prematura e eritropoese ineficaz (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003). A

heterozigose para talassemia o’’(-a/00) ndo apresenta anormalidade clinica ou
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hematoldgica, enquanto os homozigotos (-o/-o) caracteriza-se pela anemia discreta
e microcitose (OLIVEIRA; MENDIBURU; BONINI-DOMINGOS, 2006).

Figura 2. Representacdo do grupamento do gene o com pareamento errdbneo e
recombinacdo homodloga desigual em que os segmentos homologos X, Y, Z estdo indicados
em barras (Adaptado de HARTEVELD; HIGGS, 2010)

1.5 Estresse oxidativo

O sistema 6xido-redutor é um processo fundamental do metabolismo celular,
assim, os radicais livres sdo produzidos fisiologicamente a partir de compostos
enddgenos, ou por alguma disfuncéo biologica (VASCONCELOS et al., 2007). Pode
também ser oriundo do metabolismo de alguns compostos exdgenos (BLOCK et al.,
2002). Radical livre é um atomo ou molécula altamente reativo que contém um ou
mais elétrons desemparelhados nas suas Ultimas camadas de valéncia. Porém,
como a maioria dos agentes reativos patogénicos sédo derivados do metabolismo do
oxigénio, os mesmos sdo denominados também como espécies reativas de oxigénio
(ERO) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A producdo de ERO é parte integrante do
metabolismo humano e é observada em diversas condi¢des fisiolégicas como na
fagocitose de agentes patogénicos, na sinalizacdo intercelular, controle de pressao
sanguinea, na apoptose, entre outras funcdes (BARREIROS; DAVID, 2006;
VASCONCELOS SML et al., 2007). As ERO incluem ion superdxido (O; "), perdxido
de hidrogénio (H20,), radicais hidroxila (HO), radical peroxil (ROO"), radical alcoxil
(RO") e 6xido nitrico (NO') (YU, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O ion ferro, metal mais abundante no organismo, exerce importante papel na
formacdo das ERO, como pode ser observado nas reacdes de Fenton e de Haber-
Weiss, descritas abaixo. Desse modo, as lesdes teciduais associadas a

sangramentos ou hemolise, podem liberar a Hb e o ferro, favorecendo a formacéo de
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ERO, sendo considerados como agressor oxidante (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Reacao de Fenton
Fe™ + Oy <----m-m- > Fe™ + 0"
20, + ] o R— > 0O, + Hy Oy
Fe™ +H,Op------ > Fe™ + OH + HO"

Fe'™ + 0,7 <---mmm-- > Fe** + O5
Fe' +H, Op<—>Fe'™ + OH + HO
O, +H,0Op ---—----- >0, +OH +OH

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante classificado em
enzimatico, predominante no meio intracelular, e ndo enzimético localizado
principalmente no meio extracelular. O enzimatico € representado pelas enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx), e o nao
enzimatico constituido por glutationa (GSH), principal composto antioxidante
intracelular, tocoferois, ascorbato, acido arico, B-caroteno (VASCONCELOS et al.,
2007), melatonina (REITER et al., 2000; ALLEGRA et al., 2003), hidroxiuréia, por
remover o radical HO (LIU et al.,, 2010), quelador de metal (RICE-EVANS;
OMORPHOS; BAYSAL,1986), entre outros.

O excesso de ERO e/ou reducdo da capacidade antioxidante causa
alteracdo no balanco redox (desequilibrio entre pr6 e antioxidante) do sistema
biolégico e produz estresse oxidativo, responsavel pelo dano celular e tecidual (YU,
1994; VASCONCELOS et al.,, 2007). Existem evidéncias do envolvimento do
estresse oxidativo na fisiopatologia de diversas doencas cronicas, tais como cancer,
doencas do pulméo, cardiopatias, doenca de Alzheimer, artrite reumatdide, entre
outras (VASCONCELOS et al., 2007). Na anemia falciforme, o estresse oxidativo
parece ser multifatorial, e provavelmente contribui para o desenvolvimento de
vasculopatia, em que ha envolvimento da aderéncia de eritrocitos, leucocitos e
plaguetas e agravamento do curso clinico (RICE-EVANS, 1986; KATO et al., 2009;
BELINI, 2010; SILVA et al., 2011).
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1.6 Processo oxidativo na anemia falciforme e trago falciforme

A patogénese da doenca falciforme caracteriza-se pelo estado de inflamagéo
cronica e repetidos episoddios de agressao isquémica e reperfusao, resultando em
excesso de producdo de radicais livres e estresse oxidativo (SOUSA, 2001;
DASGUPTA; HEBBEL; KAUL, 2006).

Os eritrécitos falciformes s&o importantes fontes de ERO. Durante o
processo de desoxigenacdo e auto-oxidacdo da Hb S s&o produzidos O, " pela
transferéncia de elétrons entre o ferro e o O, (KLINGS; FARBER, 2001), e como a
Hb S se auto-oxida cerca de duas vezes a mais que a Hb A, os portadores de Hb SS
apresentam alta propenséo para a producao de oxidantes (HEBBEL et al., 1982). A
meta-Hb S, forma oxidada de Hb S, é reduzida a oxiHb S pela meta-Hb redutase,
porém, quando o processo de oxidacdo de Hb S supera a acdo desta enzima, a
meta-HbS se desnatura em hemicromo, com subsequente ligacdo a membrana dos
eritrocitos causando lesao celular (LIU; ZHAI; PALEK, 1988; JAROLIM et al., 1990).
A membrana das hemacias falciformes apresenta reacdo de Fenton acelerada, por
possuir maior quantidade de ferro livre e/ou associada a membrana, provenientes de
hemicromos ou de grupos heme da Hb (HEBBEL et al., 1982). Os atomos de ferro,
ao reagirem com as ERO, O, ™ e H,0,, por meio das rea¢des redox, Haber-Weiss e
Fenton, formam radicais HO™ responsaveis pela peroxidacao lipidica da membrana
eritrocitaria. Essa agressdo oxidativa ocasiona desnaturacdo de proteinas
(BARREIROS; DAVIS; DAVID, 2006), anormalidades no transporte ativo ou passivo
normal da membrana celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARREIROS;
DAVIS; DAVID, 2006) e alteracdo na sua plasticidade (NAOUM, 2000), culminando

em sua ruptura e morte celular como ilustrada na Figura 3.
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Figura 3. Processo oxidativo na Hb S

A inflamacdo, na anemia falciforme, € supostamente desencadeada pela
anormalidade da membrana eritrocitaria e pela hemdlise crénica. Os eritrécitos, apos
varios eventos de falcizacdo expdem a fosfatidilserina, ligante de anexina V, a
camada externa da membrana citoplasmatica (JONG et al., 2001). Esse glicolipidio
contribui para o estado pro-inflamatério e pro-trombotico, levando a ativacdo do
endotélio vascular. As células endoteliais estimuladas promovem o rolamento e
aderéncia de leucdcitos em vénulas, por meio da expressdo de quemoquinas e
moléculas de adesdo como selectinas, VCAM-1 e ICAM-1. Os neutrofilos ativados e
aderidos ao endotélio vascular captam os eritrécitos tanto falcizados como discoides,
levando subseqiientemente a vaso-oclusdo transitéria e a processo de isquemia e
reperfusdo, desencadeando multiplos mecanismos fisiopatoldgicos.

As membranas dos eritrocitos falcémicos e endotélio vascular estédo sujeitos
a extenso dano oxidativo mediado por uma variedade de radicais livres enddégenos
ou exdgenos 0 que poderia contribuir de um modo decisivo na fisiopatologia da
doenca falciforme (RICE-EVANS; OMORPHOS; BAYSAL, 1986; JAROLIM et al.,
1990; NAOUM, 2000; BELINI, 2010; SILVA et al., 2011). Estudos sugerem que na
anemia falciforme, quanto maior a gravidade da doenca, maior a lipoperoxidacédo da

membrana celular com significativa redugcdo nas atividades antioxidantes
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enzimaticas (SOS, catalase e glutationa peroxidase) e ndo enzimaticas (glutationa
[GSH], viatamina E) (DASGUPTA; HEBBEL; KAUL, 2006; BELINI, 2010; SILVA et
al., 2011). Porém, pouco se sabe sobre o traco falciforme. Alguns apontam que a
sua morbidade esta na dependéncia de fatores ambientais (SILVA FILHO et al.,
2002).

Apesar de haver consenso de que o traco falciforme é uma condigcédo
benigna, tem sido reportada a exteriorizagéo clinica de grau variavel, desde discreta
até grave quando exposto as situacdes adversas (LANE; GITHENS,1985;
FABRON,1986). Silva Filho et al. (2005), apontam que trabalhadores com o gendétipo
AS, expostos ocupacionalmente a agentes oxidantes, apresentam uma chance
consideravelmente elevada de sofrer uma meta-hemoglobinemia toxica.

Existem biomarcadores utilizados para avaliar o dano oxidativo, porém, nem
todos sdo apropriados para estudo epidemiolégico ou para triagem clinica
envolvendo muitos individuos. Dentre os biomarcadores, ha os que apresentam
maior sensibilidade e s&o amplamente utilizados, tais como: Capacidade Anti-
Oxidante em Equivaléncia ao Trolox (TEAC), que permite estudar em diferentes
tecidos e estimar a resposta sistémica do organismo contra a agressao dos radicais
livres, e Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS), considerado eficaz
indicador de lipoperoxidacdo da membrana, ou de estresse oxidativo (BLOCK et al.,
2002).

1.7 Melatonina

A melatonina é um composto sintetizado na glandula pineal que apresenta
importante acdo antioxidante por detoxificar ERO e de ERN em diferentes sistemas
(TAN et al.,, 2000; CUZZOCREA; REITER, 2002; ALLEGRA, et al.,, 2003). A
propriedade antioxidante da melatonina resulta principalmente de doacgédo de
elétrons e de cruzamento irrestrito de barreira morfofisiolégica, o que facilita o
acesso a compartimentos sub-celulares, tornando-a disponivel para neutralizar as
ERO. Além disso, estimula uma variedade de enzimas antioxidantes tais como,
SOD, GPx e GR, aumentando a sua eficiéncia (REITER et al., 2000; TOMAS-
ZAPICO; COTO-MONTES, 2005; MALDONADO et al., 2007). Os metabdlitos de
melatonina, como  6-hidroximelatonina e  AFMK  (N1-acetil-N2-formil-5

metoxiquimuramina) também sdo documentados como eficazes neutralizadores de
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radicais livres (TAN et al., 2001). Desse modo, a melatonina, além de apresentar
efeito protetor contra a leséo tecidual decorrente de isquemia e reperfusao, previne a
inducdo de estresse oxidativo e restaura a funcao celular em 6rgados que sofreram
danos (MUNOZ-CASARES et al., 2006). Estudos envolvendo o estresse oxidativo
induzido por lesdo renal (KURCER et al., 2007), infarto de miocardio (DROBNIK et
al, 2011), complicacédo diabética (GUNEY et al. 2011), e neurotoxicidade (KWON et
al., 2011), revelam que a suplementacdo de melatonina reduz a peroxidacéo lipidica,
aumenta o sistema de defesa de antioxidante enzimatica e ndo enzimatica,
conferindo assim o papel protetor contra o dano oxidativo em diferentes sistemas
biolégicos. Demonstra também que a administracdo concomitante de melatonina
com outros antioxidantes, como resveratrol, potencializa o efeito protetor contra o
dano oxidativo (KWON et al., 2010; KWON et al., 2011). Assim, o0 mecanismo de
acado da melatonina para atenuar a destruicdo e disfuncéo celular € extenso (Figura
4).

Estimula enzima antioxidante . . .
Detoxifica espécies reativas

Inibe enzima pré-oxidante de oxigénio
Reduz a ligagdo de \
NF-«B ao DNA CH,CH,NHCOCH
@ CH,0 g2 3

Queladordeferro , _ ~ 2 \

Detoxifica espécies
o reativas de nitrogenio
Reduz citocinas

pré-inflamatérios e T Cruza todas as barreiras

maoléculas de adeséo H N:rfofisiolégicas
.— Mmelatonina

Aumenta eficiéncia
1 de fosforilacdo oxidativa

Estabiliza a membrana
celular

Produtos de oxidagdo, AFMK, AMK, 6-OHM
Sao antioxidantes

Figura 4. Diagrama de multiplas acdes de melatonina contra o dano oxidativo. AFMK: N-
acetil-N- formil- 5-metoxikinurenamine; AMK: N-acetil-5-metoxikinuramine; 6-OHM: 6-hidroxi
melatonina (Adaptado de MAHARAJ; GLASS; DAYA, 2007)

Diante da possibilidade da Hb S, independente da sua concentracdo
intracelular ou do estado de oxigenacao, apresentar tendéncia a producédo de ERO,

moduladora do estado morbido, avaliamos a influéncia da talassemia alfa, dos
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haplétipos do gene da globina B° e da melatonina na capacidade antioxidante total.
A hipétese dessa tese foi a de que a expressao metabdlica variavel observada em
individuos com Hb SS e Hb AS pode depender em parte da eficiéncia dos
mecanismos envolvidos na detoxificagdo celular aliada a influéncia dos fatores

moduladores das concentracdes de Hb S e de Hb F.
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2 Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Avaliar a expresséo fenotipica de individuos com anemia falciforme e trago
falciforme por meio da analise dos biomarcadores envolvidos na peroxidacao lipidica
e capacidade antioxidante, bem como a influéncia de hapl6tipos da globina [3S e de

talassemia alfa.

2.2 Obijetivos especificos

1. Identificar os haplétipos do gene da globina B° em individuos com Hb SS

provenientes do estado do Parana (PR).

2. Identificar e avaliar a frequencia da delecdo de o®’ por PCR-multiplex em
portadores do gene da globina B° do estado do Parana e o quadro clinico laboratorial
da associacdo entre heterozigoto (-o/oc) e homozigoto (-o/-¢) da talassemia -0’

em portadores de Hb SS.

3. Avaliar o perfil oxidativo e capacidade antioxidante dos individuos com Hb SS e
Hb AS do estado do Parana (PR), por meio de biomarcadores de lipoperoxidacao
das membranas celulares e de antioxidante sistémico, e comparar com os resultados

obtidos no estado de S&o Paulo (SP).

4. Avaliar os niveis séricos de melatonina em portadores do gene B° e sem

hemoglobinopatias com influéncia na manifestacéo clinica.
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3. Material e Métodos

3.1 Casuistica

O projeto de tese consistiu em estudo transversal, observacional, descritivo
e analitico, realizado com 270 individuos provenientes das regiées Sul e Sudeste do
Brasil, apds o consentimento informado. As amostras biolégicas colhidas em EDTA
K3, em heparina e em tubos sem anticoagualante foram processadas, aliquotadas e
acondicionadas a -20T (sangue total) para uso em biologia molecular, e a -80C
(plasma e soro) para dosagens bioquimicas.

As Tabelasl e 2 demonstram os dados demogréaficos do total de individuos e
a procedéncia dos individuos analisados, respectivamente.

Os portadores de Hb SS da regido noroeste do estado do Parana (NOPR)
eram pacientes ambulatoriais atendidos no Hemocentro e no Hospital Universitario
da Universidade Publica, e de outros servicos de saude. Os individuos com Hb SS
da regiao leste (LSP) e noroeste do estado de S&do Paulo (NOSP) eram provenientes
dos respectivos Hemocentros. Quanto aos tracos falciformes, os procedentes da
regido NOPR eram doadores de sangue voluntarios da regido, selecionados
aleatoriamente, e de NOSP, doadores de sangue do Hemocentro de Sdo José do
Rio Preto, SP. O grupo com Hb AA foi constituido por estudantes universitarios e
servidores de uma Instituicdo Publica de Ensino Superior e pelos doadores de
sangue do Hemocentro de S&o José do Rio Preto, SP. As informacdes relativas as
medicacfes em uso, exposicdo a interferentes ambientais, eventos clinicos e
transfusbes sanguineas foram obtidas por meio de consulta aos prontuarios
médicos, ao banco de dados dos Hemocentros e pela aplicacdo de questionarios no
momento da coleta. Os dados laboratoriais dos portadores de Hb S da regido NOSP
foram obtidos por meio de banco de dados do Hemocentro, enquanto os dados de
outras regidoes foram obtidos por meio da realizagdo de ensaios laboratoriais a partir
de amostras sanguineas coletadas. O critério para elegebilidade foi ser néo
fumantes, ndo gestantes, néo etilistas e estar na fase estavel para os individuos com
HbSS. O Projeto de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Pesquisa da
UNESP/IBILCE e desenvolvido, obedecendo aos principios éticos estabelecidos na
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS) sob o protocolo numero
0025.0.229.000-07.
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Tabela 1. Caracteristicas demogragicas dos individuos avaliados com anemia falciforme,

tracgo falciforme e controle (Hb AA)

N (%) idade Género n(%)
Feminino Masculino
SS 68 (25,2) 9-50 47 (69%) 21 (31%)
AS 53(19,61) 14-66 26 (49%) 27 (51%)
AA 149 (55,2) 11-55 42 (28,2%) 107(71,8%)

SS-anemia falciforme; AS-traco falciforme

Tabela 2. Distribui¢cdo da procedéncia dos individuos com Hb SS e Hb AS

NOPR n(%) LSP n(%") NOSP n(%) Total
Ss 17 (25%) 35 (51,5%) 16 (23,5%) 68 (100%)
AS 30 (56,6%) - 23 (43,4%) 53 (100%)

NOPR-regido noroeste do Parana; LSP-regido leste do estado de Sao Paulo;
NOSP-regido noroeste do estado de Séo Paulo

3.2 Métodos
Discriminados de acordo com a sequéncia metodoldgica utilizada para

caracterizacao das hemoglobinopatias e avaliacdo do estado oxidante - antioxidante.

Os protocolos completos das respectivas metodologias encontram-se no anexo A.

3.2.1 Avaliacdo do hemograma

Os dados hematolégicos foram obtidos pelo analisador automatico, BC-300
PLUS — Mindray, e a andlise microscopica por meio do esfregaco sanguineo corado
segundo método de May-Grunwald-Giemsa (LEWIS, BAIN, BATES, 2006).

3.2.2 Avaliagao do perfil de hemoglobinas.

Foi realizada de acordo com o padréo internacionalmente estabelecido com

as seguintes metodologias classicas:

Eletroforese em acetato de celulose pH 8,4-8,6

As amostras de sangue, previamente hemolisadas segundo descrito
anteriormente por Bonini-Domingos (2006), foram submetidas a eletroforese em pH
alcalino para qualificacdo e quantificacdo de Hb normais e grande parte das Hb

anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais (MARENGO-
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ROWE, 1965). Foi utilizada como triagem para identificagcdo das Hb S, Hb F, Hb Az e
Hb A.

Eletroforese em agar pH 6,2

O emprego deste sistema foi especifico para diferenciar alguns tipos de Hb
mais lentas que a Hb A. Foi utilizada para confirmacdo da Hb S observada
previamente na eletroforese alcalina (VELLA, 1968).

Eletroforese em pH 6,8-7,1

Foi utilizada para identificagcdo da Hb H que apresenta perfil de migracdo em
pH alcalino similar a algumas proteinas plasméticas e produtos de degradacdo de
hemoglobinas (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Pesquisa citolégica de Hb H

ApoOs coloragao de eritrocitos com solucéo de azul de cresil brilhante, os
corpos de inclusdo da Hb H, oriundos da desnaturacdo do tetrametro de cadeia 3,
sdo revelados como pequenos pontos azuis dispostos homogeneamente no interior
das hemacias. Foi utilizada como teste complementar (PAPAYANNOPOULOS;
STAMATAYANNOPOULOS, 1974).

Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Consiste em uma cromatografia de troca catibnica em que moléculas com
cargas positivas sdo adsorvidas em uma fase estacionaria da coluna cromatografica,
seguida por elui¢ces induzidas pela passagem de um liquido com alta concentracéo
de cétions. O eluato € detectado opticamente e quantificado determinando a érea do
grafico correspondente a fracdo de Hb eluida. O HPLC foi realizado pelo sistema
automatizado VARIANT (BIO-RAD) e o kit utilizado nas analises foi o “B Thalassemia
Short Program”. Essa técnica foi utilizada para realizar a quantificacdo precisa das
fracbes hemoglobinicas A1 A;, Fetal e S (INSTRUCTION MANUAL OF BIO-RAD,
2006).
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3.2.3 Analises moleculares

Extracdo fenolica de DNA gendmico

Foi realizada extracdo de DNA gendmico a partir de sangue total colhido em
EDTA 10%. O método usado para isolamento e concentracdo do DNA foi a extracao
com fenol/cloroférmio, seguida de precipitacdo com etanol. Durante a extracao
organica, as proteinas contaminantes sdo desnaturadas e mantidas na fase orgéanica
ou na interface entre as fases organica e aguosa, enquanto que os acidos nucléicos
permanecem na fase aquosa. Alcool isoamilico ¢ adicionado a mistura
fenol/cloroformio quando ocorre a formacdo excessiva de espuma durante a
extracdo. Durante a precipitacdo com etanol, os sais e outros solutos como o0s
residuos da extracdo fenol/cloroférmio permanecem em solucdo enquanto os acidos
nucleicos formam um precipitado que pode ser facilmente separado por
centrifugacdo. O DNA genbmico obtido é adequado para amplificacdo por PCR e
para a digestdo com enzimas de restricdo (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Identificacdo dos gendétipos de Hb S por reacdo em cadeia da polimerase alelo
especifico (PCR-AE)

As amostras que apresentaram o perfil eletroforético e cromatografico com
presenca de Hb S (Hb AS e Hb SS), foram submetidas a amplificagdo génica PCR-
AE. Esta técnica foi realizada em dois tubos contendo trés oligonucleotideos para
cada mistura de reagdo (mix), isto é, utilizou-se oligonucleotideos controles (B5a e
B5b) oligonucleotideos especifico alelo normal (BA) para um mix, e noutro tubo
oligonucleotideos controles (B5a e B5b) e oligonucleotideo especifico alelo mutante
(BS). Os oligonucleotideos estédo discriminados abaixo:
B5a:5'-GGCTGTCATCACTTAGACCTCA-3'
B5b:5'-AGAAGGGGAAAGAAAACATCAA-3
BA:5'-CAG TAACGGCAGACTTCTCCT C-3
BS:5-CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCA-3

A mistura da reacdo foi preparada com um volume final de 25uL. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Biosystems e o produto de PCR

analisado em gel de agarose 1,5%, e corados com brometo de etidio 0,2%. Os



39

produtos amplificados apresentaram um fragmento de 660 pb (controle da
funcionalidade) e outro de 216 pb. A interpretacdo dos resultados obtidos, na
identificacdo da Hb S, esta na dependéncia da verificacdo do fragmento de 216 pb,
como segue: se presente apenas no primeiro tubo, € caracterizada como
homozigoto  normal; se for verificada nos tubos 1 e 2, permite caracterizar o
individuo como heterozigoto para a mutacdo analisada; se o material amplificado
tiver resposta apenas no tubo 2, fica evidenciado um individuo homozigoto para a
mutacéo analisada (Figura 5) (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Homozigoto normal Homozigoto mutante heterozigoto

Tubo  Tubo IT Tube  Tubo It Tubo  Tubo II
EEEE NN coooo| (MEEE  mmmm coopo| (B EEEEN SeOgb
T

T Z16ph B 15pb N :16pb

Figura 5. Representacdo esquematica do produto de amplificacdo por PCR-AE para a
identificacdo da Hb S (Adaptado de Bonini-Domingos, 2006)

Reacdo em cadeia da polimerase Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de
Restricdo (PCR-RFLP)

As amostras que apresentaram o perfil inconclusivo na analise molecular
foram também submetidas a amplificacdo génica seguida de analise de restricdo. A
amplificacdo do segmento que codifica a Hb S foi realizada pelos seguintes primers:
P277 (sense): 5-GGCAGAGCCATCTATTGCTTA- 3’
P278 (antisense): 5-ACCACCTTAGGGTTGCCCATAAC-3’

A mistura da reacéo foi preparada com um volume final de 25uL. Utilizaram-

se seguintes condicbes de amplificagdo: 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos de anelamento a 55°C, 1 minuto de extenséo a 72°C e extenséo final por
10 minutos a 94°C e « a 4°C. O fragmento de DNA amplificado foi de 288pb, o qual
foi submetido a digestdo com a enzima Ddel (15U). Como a mutacdo no cédon 6 da

beta globina (GAG—GTG) elimina um sitio de restricio da enzima Ddel (C { TNAG),
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apos a digestdo, o alelo normal gera trés fragmentos de 87pb, 201pb e 88pb; e alelo
mutante homozigoto gera dois, um de 288 pb e outro de 88pb. Os produtos
amplificados e digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
sob corrente constante de 80V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, apos
coloragdo em brometo de etideo (Figura 6) (BONINI-DOMINGOS, 2006).

AA AS 5SS

e— s | 288 pb
M r— T— 201 pb

e Weassss e | 87/88 pb

Figura 6. Representacdo esquematica de produtos de amplificacdo e digestdo por PCR-
RFLP para identificacdo da Hb S (Adaptado segundo Bonini-Domingos, 2006).

Identificacdo dos gendtipos de talassemia alfa®’

O DNA, previamente obtido foi submetido a amplificacdo génica (PCR-
Multiplex) para identificacdo da delecéo -o®’. A PCR multiplex foi realizada em uma
Unica reacdo de amplificacdo, onde varios oligonucleotideos especificos sense e
antisense foram adicionados simultaneamente para identificar a mutacao, permitindo
diferenciar o alelo normal do mutante, e também os estados de homozigose e
heterozigose. O oligonucleotideo 0,/3.7F, 5° CTGGCCAAACCATCACTTTT 3,
localiza-se a 5 do gene oy enquanto o oligonucleotideo oyR, 5’
GTGCAAGGAGGGGAGGAG 3, esta localizado a 3 do gene o e o
oligonucleotideo 3.7R, 5 CTCCACTTTCCCTCCTCCAT 3, anela o extremo 3’ do
gene oy (Figura 7). Na presenca do alelo normal (gene o) os oligonucleotideos
0/3.7F e ozR geram um fragmento de 1,8 Kb, enquanto que na presenca do alelo
o>’ os oligonucleotideos 0,/3.7F e 3.7R geram um fragmento de 2,1 Kb (Figura 8)
(MENDIBURU, 2005).
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Figura 7. Localizagdo dos oligonucleotideos especificos para a identificacdo da delegao -

o’ por PCR-multiplex (Adaptado de MENDIBURU, 2005).

™~ NM %1
— = | 2100 pb
— —

1800 pb

Figura 8. Representacdo esquematica do produto de amplificagdo por PCR-multiplex para a
identificacdo da delecdo - o®’. N: homozigoto normal; NM: heterozigoto; M: homozigoto

mutante

Identificacdo dos haplétipos do grupamento do gene da globina p°

A caracterizacdo dos haplétipos foi realizada por meio de PCR-RFLP. O
DNA obtido pela extracdo fendlica foi submetido a amplificacdo e a digestéao
enzimatica para verificagdo de polimorfismos de tamanhos de fragmentos, segundo
Sutton, Bouhassira, Nagel (1989) (Tabela 3). A andlise dos haplétipos B° foi
realizada utilizando-se seis sitios: 5y (Xmnl), ¥ (Hind 111), y* (Hind 111), wf (Hinc 1),
3'yB (Hinc II) e 5B (Hinf 1) (Figura 9). Os oligonucleotideos utilizados para
amplificac@o de regifes do grupamento do gene B descritas por Sutton, Bouhassira,

Nagel (1989) estdo representados na Tabela 4.
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5 E v H L & B 3
l* 2* 3 I Fal | 5 I 'B*
X I Hiind 1 Himd 1 Hine: Il Himf |
Sitio Haplotipo 1 2 3 4 5 G
CAR - + - - - -
Benin - - - _ + _
Senegal + + - + + +
Camardes - + + - +
Asiatico + + - + + -

Figura 9. Haplétipos do complexo gene B°, determinados pelas quatro enzimas de restricio
(Adaptado de GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2002)

Tabela 3: Oligonucleotideos e enzimas de restricdo para deteccdo dos haplotipos de Hb S;

regides dos sitios polimérficos; tamanho dos fragmentos gerados antes e apés a clivagem.

Primers Enzima Regiédo Tamanho Fragmentos apds
Fragmento clivagem

HO e H1 Xmnl 59° 650 pb 450 pb + 200 pb

H2 e H3 Hindlll v° 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb

H3 e H4 Hindlll a 760 pb 400 pb + 360 pb

H5 e H6 Hincll yB 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb

H7 e H8 Hincll 3B 590 pb 470 pb + 120 pb

H9 e H10 Hinfl 5B 380 pb 240 pb + 140 pb
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Tabela 4. Oligonucleotideos para amplificacdo de regides do grupamento B: localizagédo
referente ao grupamento do gene B no cromossomo 11 depositados no banco de dados
NCBI (ID: U01317).

Primer Sequéncia do Primer (5’ - 3’) Direcdo  Posicao
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT - 33862 -
H1 AGGAGCTTATTGATAACCTCAG “— 34518 v
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA - 36203 G
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA «— 35422 v
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA - 40358 YA
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC «— 41119
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA - 46426
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT — 47126 VB
H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC - 49476 3
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA — 50089 VB
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG - 60906 5
H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT «— 61291 b

—:. sense; « anti-sense.

3.2.4 Determinagcdo da Capacidade Antioxidante Total em Equivaléncia ao
Trolox (TEAC)

Foi realizada a dosagem da capacidade anti-oxidante total no plasma. O
potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equivaléncia a um potente
antioxidante conhecido, o Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
carboxilico; Aldrich Chemical Co 23881-3), analogo sintético hidrossolivel da
vitamina E. Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacao entre o ABTS
(2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diamonio) com persulfato de
potassio (K»S»0g), produzindo diretamente o radical cation ABTS™, cromoforo de
coloragdo verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734
e 815 nm. A adicdo de antioxidantes a este radical cation, pré-formado, o reduz

novamente a ABTS, na extensdo e escala de tempo dependente da capacidade
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antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duracdo da reacao. Isto pode ser
mensurado por espectrofotometria, pela observacdo da mudanca na absorbancia
obtida a 734 nm durante um determinado intervalo de tempo. Assim, a extensdo da
descoloracdo como indice de inibicdo do radical cation ABTS™ é determinada como
atividade antioxidante total da amostra, sendo entédo calculada a sua relagédo com a
reatividade do trolox, como padréo, sob as mesmas condi¢bes. Os resultados finais
foram expressos em milimoles por litro (mM/L) correspondente a concentracdo do
trolox com capacidade antioxidante equivalente a da amostra (MILLER et. al., 1993;
RE et al., 1999). Os valores de referéncia estabelecidos no presente trabalho foram
de 1,83 a 2,07 mMI/L.

3.2.5 Dosagem de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A dosagem de TBARS no plasma é baseada na reacdo com o acido
tiobarbitirico em condi¢cbes acidicas e aquecimento, e tem sido a forma mais
utilizada de avaliacdo da peroxidacao lipidica da membrana. O método baseia-se na
reacdo do malondialdeido e outros aldeidos com o &cido tiobarbitarico (TBA), em pH
baixo e temperatura elevada, para formar um complexo de absorcdo maxima em
535 nm. Valores até 440 ng/mL sdo considerados normais (MIHARA; UCHIYAMA,
1978; PERCARIO; VITAL; JABLONKA, 1994).

3.2.6 Dosagem de melatonina

A concentracdo sérica de melatonina (MEL) foi determinada por meio do
sistema de HPLC acoplado a detector coulométrico eletroquimico (HPLC Pump
modelo 584 SHIMADZU; Coulochem III ESA modelo 526, Bedford, MA, USA) de
acordo com o método descrito por Lagana et al.(1995), exceto a composicdo da fase
movel que sofreu um ajuste para 50 mM acetato de sodio; 100 mM acido acético
(pH 4,20); 0,1 mM EDTANaz2; acetonitrila (85:15, v/v), com taxa de fluxo de 0,900 mL
min™ a 500 nA (SHIMAUTI et al., 2010). Nestas condicdes a melatonina foi eluida
nitidamente em 30 minutos. O condicionador celular foi mantido a um potencial de
+100mV e a analise celular, coulometrico — amperometrico, a +350mV (1° célula) e
+500mV (2° célula). A identificacdo e quantificagcdo do pico de melatonina foi
realizada usando um computador integrado Windows XP. A extragcao da melatonina

sérica foi realizada pela adicdo de 2 mL de diclorometano (Sigma Aldrich) a 2 mL de
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soro. Apds vigorosa agitacdo, a mistura foi centrifugada a 6.500 rpm por 10 min a
4<C. A fase aquosa foi descartada e o diclorometano submetido a fluxo de nitrogénio
até a completa secagem. O extrato foi diluido em 100 uL de fase movel, e filtrado
através do Millex syringe filter units (0,22 um) (Sigma Aldrich), e o volume obtido
injetado no sistema HPLC. A concentracdo da melatonina foi calculada
fundamentada numa curva padrao previamente construida pela injecdo de padréo
de referéncia de melatonina (Sigma) no aparelho, e expressa em pg mL™ (LAGANA,
A. etal., 1995).

3.2.7 Anélise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizada software Statistica, versdo 8.0, SAS,
versao 9.1 Exato de Fisher. As amostras foram avaliadas quanto a normalidade e
homocedasticidade. Como os dados ndo atenderam as tais suposi¢des, utilizaram-
se os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, complementado
por teste de comparacfes multiplas de Dunn. Para as analises de correlacdo foi
utilizado o teste de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia para os testes

aplicados foi fixado em 5% (0=0.05).
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4. Resultados

Os resultados estao apresentados em forma de artigos, conforme segue:
=  Serum melatonin level and oxidative stress in sickle cell anemia
Este artigo foi publicado na Revista Blood Cells, Molecules and Disease, V.
45, n. 4, p. 297-301, 2010.
ISSN: 1079-9796
Fator de Impacto: 2.901
Qualis: B1

= Interacdo entre Hb SS/Talassemia o : estudo familial
Este artigo foi aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia
Fator de Impacto: 0,36
Qualis: B4

= Influéncia do alelo B em heterozigose e homozigose nos parametros de
peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante
Este artigo sera submetido a revista cientifica Archives of Medical Science
ISSN: 1734-1922
Fator de impacto: 1,01
Qualis B3

= Influéncia da Talassemia o®’ e dos haplétipos do gene B° na capacidade
antioxidante total e niveis de melatonina em portadores do gene B° da
globina
Este artigo sera submetido a revista International Journal of Laboratory
Hematology
INSS: 1751-5521
Fator de impacto: 1,304
Qualis B5
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Abstract

This study evaluated serum melatonin levels in patients with sickle cell anemia
(SCA), and compared the results to lipid peroxidation by determining thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS) and Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC). The group studied was composed of: 15 SCA patients and 24 subjects
without hemoglobinopathies. The average melatonin level was significantly reduced
in the SCA patients (p<0.001) when compared to the control group. The SCA
patients showed significantly higher values for TBARS and TEAC when compared to
values obtained for the control group, (p<0.001 and p<0.01). Results from the
correlation analysis in the SCA group was not statistically significant for any
parameters except for TBARS and TEAC levels, which had a positive correlation
(r=0.51; p=0.04), suggesting the participation of melatonin in antioxidant defense.
The use of melatonin could be a possible therapeutic target for improving antioxidant

defense and to reduce oxidative damage, alleviating symptoms associated with SCA.

Keywords: Sickle Cell Anemia; Antioxidant Capacity; Melatonin

Introduction

Sickle cell anemia (SCA), an inherited monogenic disease is caused by a
transversion in the codon of the sixth amino acid of the beta globin chain, on
chromosome 11 [1], resulting in the formation of a structurally abnormal hemoglobin
S (Hb S) that in its deoxygenated state tends to aggregate into rodlike polymers,
resulting in the deformed sickle shape and rigidity of red cells characteristic of this
condition [2].

SCA is often associated with oxidative stress due to increases in the
generation of reactive oxygen species (ROS), which contributes to the
proinflammatory, pro-thrombotic and vaso-occlusive state of the disease, and which
sometimes leads to increases in antioxidant defenses [3-4]. It has been proposed
that melatonin has antioxidant properties [5-8]. The importance of melatonin as an
antioxidant is also due to its capacity to cross biological barriers, which eases the
removal of ROS in different biological compartments [9-10]. Clinical and experimental
studies show that melatonin exerts both, anti-inflammatory effect and

immunoregulatory activity by inhibiting prostaglandin, tumor necrosis factor alpha and
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interleukin-8 biosynthesis. Additionally, melatonin stimulates the activities of enzymes
that metabolize reactive species [11-13].

No reports of melatonin levels or their correlation with oxidative stress parameters in
SCA have been found in the literature. Therefore, the goal of this study was to
evaluate serum melatonin levels, plasma Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) and lipid peroxidation (TBARS) in SCA patients when compared to a control
group (Hb AA).

Methods
Subjects

Thirty nine subjects (25 males and 14 females; mean age: 26.2 years old;
range: 10 — 55 years old) from the northwestern region of Parana state in Brazil were
studied. The test group was composed of 15 SCA patients, and the control group
was composed of 24 subjects without hemoglobinopathies. The subjects were
screened using a questionnaire, and were excluded if they were smokers, drinkers,
had had a stroke or pain and hemolytic crisis in the last two months, or were taking
medication known to affect melatonin production, such as B-adrenergic blockers. All
subjects gave their informed consent, and the study was approved by the ethics of
human experimentation committee using the guidelines established by the National
Health Ministry of Brazil. The Hb SS group was composed by individuals receiving
conventional treatment for SCA, including transfusion, folic acid and hydroxyurea
(HU), which can affect the Hb F values. The SCA patient phenotypes and clinical

characteristics are provided in Table 1.

Biological samples

Blood samples (20 mL) were collected through venipuncture between 6:30 am
and 7:30 am. The heparinized blood (7 mL) was incubated for 20 min at 37<C, and
was then centrifuged at 1500 rpm for 20 min to separate the plasma. The blood
without anticoagulants (9 mL) was submitted to centrifugation at 3000 rpm for 10 min
to obtain the serum. The plasma and serum were frozen at -80<C for further analysis.
The EDTA sample fraction (4 mL) was used for the Hb tests and genotypic

determination.
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Table 1. Patient phenotypes and clinical characteristics

Charactariatics =15
Age (in yr) Mean £ SD 21331804
Hydroxyursa treatment 07 (46.7%)
B - glebin haplotypes {r, % of patienis)
Bantu/Benin 0T (46.79%)
Bantu/Bantu 05 (33.3%)
Benin/Benin 02 (13.3%)
Bantuw/Atypleal 01 (6.7%)
Number of palnful crises (i, % of patlants)
0-2 11 (F3.3%)
2-6 03 (20.0%)
z6 01 (B.7%)
Complications of sickle cell anemia (m, % of patients)
Cardiac complicetions 05 (33.3%)
MusculariSkeletalfSkin compllcations 04 (26.7%)
Gastrolntestinalhepatoblllary complications Od4 (26.7%:)
Splenic compllcations Od4 (26.7%)
Pulmonary complications 02 (13.3%)
Meurclogic complications 0 {0.0%:)

Number of painful crises episodes per person per year in the last 3 years. SD: standard
deviation

Hemoglobin phenotypes an