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RESUMO

A doenca falciforme (DF) é caracterizada por heterogeneidade clinica variando de
pessoas com relativamente poucas complicacfes clinicas e expectativa de vida
normal, até aqueles com complicacbes graves, como hipertensdo pulmonar,
priapismo, acidente vascular cerebral (AVC), Ulceras de perna, episddios de dor,
sindrome toracica aguda (STA) e osteonecrose. O tratamento com a hidroxiureia
(HU) tem conquistado espaco na terapia adotada pelos clinicos e sua experiéncia na
DF vem sendo acumulada ao longo dos ultimos 25 anos. Porém, muitos estudos tém
sido elaborados para investigar as variagcbes genéticas que possam explicar o
porqué de alguns pacientes tolerarem e respondem ao uso de HU, enquanto, outros
ainda precisam ser tratados por terapias alternativas. Diante disso, nosso objetivo foi
avaliar a resposta ao tratamento com a HU considerando a influéncia dos
polimorfismos genéticos envolvidos na fisiopatologia da DF. Para isso, usamos a
calculadora de gravidade da DF (CGDF); rastreamos os polimorfismos -509C/T
(TGFB1), -308G/A (TNFA), 313 A/G (GSTP1), -786T/C (NOS3), nulos (GSTM1 e
GSTT1); e avaliamos os marcadores de estresse oxidativo (catalase, glutationa
peroxidase-GPx, glutationa S-transferase-GST, glutationa redutase-GR e as
espécies reativas ao 4cido tiobarbitarico-TBARS). O estudo envolveu 520 pacientes,
acima de cinco anos de idade, provenientes do Instituto de Hematologia do Rio de
Janeiro/RJ-HEMORIO. A CGDF foi validada para os pacientes brasileiros e 0s
escores de gravidade foram relacionados com os marcadores de estresse oxidativo.
Em relacdo aos polimorfismos, a presenca do alelo nulo do gene GSTM1 aumentou
a chance de ocorréncia de priapismo em pacientes com a DF. A mutacdo do gene
TGFB1 mostrou efeito protetor na ocorréncia de STA e Ulceras de perna, e a
presenca do alelo mutante para o gene NOS3 diminuiu a chance de ocorréncia de
retinopatia e priapismo. Para os marcadores bioquimicos, verificamos que a
diminuicdo da atividade das enzimas: catalase, Gpx e GR e o0 aumento da GST,
foram associadas com maior gravidade da DF. Além disso, o0s niveis de peroxidacao
lipidica foram maiores nos pacientes do que os valores de referéncia, sendo que, o
aumento dos valores de TBARS é influenciado pela alta concentracdo de Hb S.
Verificamos que as mutacdes nos genes GSTM1 e GSTP1 foram responsaveis pela
diminuicdo da atividade da GST total, e as mutagbes nos genes das GSTs
resultaram na elevada atividade da GR. Os pacientes nédo portadores dos
polimorfismos -509C/T no gene TGFB1, -308G/A no gene TNFA e nulo para GSTM1
responderam melhor ao uso de HU quando comparados aos pacientes com 0s
alelos mutantes dos mesmos genes. Os efeitos da HU no aumento da Hb F e do
volume corpuscular médio (VCM), bem como, na diminui¢cdo da bilirrubina total foram
independente dos polimorfismos estudados. Este estudo demonstra que a resposta
diferenciada ao uso de HU tem a influéncia dos polimorfismos avaliados, o que
garante , uma importante informacgé&o e direcionamento para o tratamento da DF.

Palavras-chave: TNFA, TGFB1, 6xido nitrico, glutationa s-transferase, TBARS



Abstract

Sickle cell disease (SCD) is characterized by a very heterogeneous clinical ranging
from patients who have normal life expectancy with relatively few complications;
others can have severe complications such as pulmonary hypertension, priapism,
stroke, leg ulceration, recurrent painful episodes, acute chest syndrome (ACS) and
avascular necrosis of bone (AVN). Treatment with hydroxyurea (HU) has become
more adopted by medical and HU experience in DF has been accumulated over the
last 25 years. However, many studies have been designed to investigate the genetic
variations that may explain why some patients tolerate and respond to the use of HU,
while others still need to be treated with alternative therapies. In view of this, we
aimed to evaluate the response to HU treatment considering the genetic
polymorphisms influence involved in the pathophysiology of SCD. For this, we used
the calculator severity of DF (CGDF); detected the polymorphisms -509C/T (TGFB1),
-308G/A (TNFA), 313 A/G (GSTP1), -786T/C (NOS3), null (GSTM1 and GSTT1), we
assessed markers of oxidative stress (catalase, glutathione peroxidase-GPX,
glutathione S-transferase-GST, glutathione reductase-GR and the thiobarbituric acid
reactive species-TBARS). The study involved 520 patients older than 5 years, from
the Instituto de Hematologia do Rio de Janeiro/RJ-HEMORIO. The CGDF was
validated for Brazilian patients and severity scores were related to oxidative stress
markers. The presence of the GSTML1 null allele increased the occurrence chance of
priapism in SCD patients. TGFB1 gene mutation had a protective effect on the
occurrence of STA and leg ulcers, and the presence of the mutant allele for the
NOS3 gene decreased the occurrence chance of retinopathy and priapism. For
biochemical markers, we found that the decreased of enzymes activity (catalase, Gpx
and GR), and the increased in GST activity were associated with greater SCD
severity. In addition, lipid peroxidation levels were higher in patients than the
reference values and the TBARS values increase is influenced by high HbS
concentration. We found that mutations in GSTM1 and GSTP1 genes decreased the
GST activity and the GSTs gene mutations resulted in elevated GR activity. Patients
without polymorphisms: -509C/T (TGFB1), -308G/A (TNFA) and GSTM1 null
responded better to HU use compared to patients with mutant alleles of the same
genes. The HU effects on HbF and mean corpuscular volume (MCV) increase, as
well as in the total bilirubin reduction were independently of studied polymorphisms.
This study shows that genetic polymorphisms evaluated influence the response to
treatment with HU, and in some specific clinical complications DF. This study
demonstrates that HU use response has influence of polymorphism evaluated and
thus is an important information and guidance for the treatment of SCD.

Key-words: TNFA gene, TGFB1 gene, nitric oxide, glutathione s-transferase.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA FALCIFORME

A doenca falciforme (DF) é uma das afecc6es monogénicas mais frequentes
em todo o mundo; caracterizada pela presenca de uma hemoglobina (Hb) com
caracteristicas diferentes da Hb normal, denominada de Hb S, acarreta aos
portadores heterogeneidade clinica variando de pessoas com a expectativa de vida
normal, com relativamente poucas complicacdes clinicas, até aqueles com
complicacbes graves, como hipertensdao pulmonar, priapismo, acidente vascular
encefalico (AVE), Ulceras de perna, episédios dolorosos recorrentes, sindrome
tordcica aguda (STA) e necrose Ossea avascular (KLINGS; FARBER, 2001;
WEATHERALL et al., 2005; FRENETTE; ATWEH, 2007b; STEINBERG, 2008;
DRISS et al., 2009; AKINSHEYE; KLINGS, 2010)

O termo DF denota todos os diferentes genétipos que causam as
caracteristicas clinicas da doenca (STUART; NAGEL, 2004). A anemia falciforme
(AF) refere-se aos homozigotos para a Hb S e representa a forma mais grave e
comum da DF. Outros genoétipos também sdo encontrados com menor frequéncia
gue incluem as interacbes com talassemias (Hb S/Beta talassemia) e associacdes
com outras variantes de Hb formando os duplos heterozigotos, como a Hb SC, Hb
SD, Hb SE e Hb SO Arab. (BONINI-DOMINGOS, 1993; STEINBERG, 2009).

A Hb S é resultado de uma mutacéo pontual do tipo transversdo, em que ha
a troca de uma base purinica (adenina) por uma pirimidica (timina) no cédon do
gene B globina que corresponde ao sexto aminoacido. Devido a esta mutagéo, o
aminoacido &cido glutamico é substituido por uma valina na cadeia beta globina,
originando uma Hb com caracteristicas fisicas e bioquimicas alteradas
(STEINBERG, 1998; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Em condicdo de hipoxia, desidratacdo ou acidose, o motivo hidrofobico
presente nos tetrameros de Hb S se ligam formando polimeros rigidos e caracteriza
0 primeiro evento indispensavel na patogénese molecular da DF (STEINBERG,
1999; FRENETTE; ATWEH, 2007a). Esse processo chamado de polimerizacdo da

Hb S, dentro dos eritrécitos, tem como consequéncia multiplas alteracfes da célula:
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efluxo de ions monovalentes como o potassio, desidratacdo celular, aumento da
densidade dos eritrocitos, rompimento do citoesqueleto eritrocitario, formacédo de
protrusdes na membrana, exposicdo de epitopos proteicos e lipidicos, e por fim
podendo ocorrer a hemolise (ZAGO; PINTO, 2007; FRENETTE; ATWEH, 2007a).

Os eritrocitos alterados induzem a expressao de mediadores inflamatorios e
de coagulacao ativando o endotélio vascular, além disso, podem estimular as células
endoteliais a recrutar leucoécitos por expressarem quimiocinas e moléculas de
adeséo celular, tais como as selectinas e imunoglobulinas. Todas essas alteracoes
podem desencadear processos vaso-oclusivos e isquemia, e quando é restabelecido
o fluxo sanguineo, promove ainda mais a leséo tissular mediada por reperfusdo
(EMBURY et al., 2004; WOOD; GRANGER, 2007; CONRAN; FRANCO-PENTEADO;
COSTA, 2009; BELINI JUNIOR et al., 2011; MANWANI; FRENETTE, 2013).

Outro evento envolvido na fisiopatologia da DF é a hemdlise, também
desencadeado pela polimerizacdo da Hb S, contribui para o desenvolvimento de
vasculopatia. Cerca de dois tercos de toda hemdélise na DF ocorre principalmente
extravascularmente devido a fagocitose de eritrécitos falcizados por células
reticuloendoteliais (HEBBEL; MILLER, 1984; KATO et al.,, 2006). Entretanto, a
destruicdo dos eritrécitos pode ocorrer por via intravenosa. O resultado da hemolise
intravascular libera o conteudo intraeritrocitario como a Hb livre no plasma, espécies
reativas de oxigénio (ERO), radicais hidroxil (*OH) e superdxido (02 -¢), que
depletam o o6xido nitrico (NO), o que acarreta a sua biodisponibilidade e também
disfuncdo do endotélio vascular (REPKA; HEBBEL, 1991; REITER et al., 2002;
GLADWIN, 2006).

O fendbmeno de vasoconstricdo, por sua vez, retarda o fluxo sanguineo e
favorece a falcizagdo dos eritrécitos falciformes. Em resposta a estimulos
inflamatorios, de hipdxia e estresse oxidativo, as células endoteliais liberam
endotelina- 1, um peptideo pré-inflamatério e potente vasoconstritor de grandes e
pequenas artérias e veias (ERGUL et al., 2004). Além da acdo vasoconstritora, esse
peptideo aumenta as concentracdes de molécula de adesdo celular-vascular-1
(VCAM-1) e molécula 1 de adeséo intercelular (ICAM-1) sollveis e também estimula
monaocitos a secretarem citocinas inflamatérias, como as interleucina (IL)-1, IL 6, IL
8, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e substancias que aumentam a producao
de superéxidos pelos neutréfilos (GRAIDO-GONZALEZ et al., 1998; KATO et al.,
2009).
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Os processos fisiopatoldgicos, assim como as consequéncias vasculares,

presentes na DF podem ser visualizados na Figura 1.

Figura 1. Processos fisiopatolégicos na doenca falciforme. Os eritrécitos falciformes sédo os
principais responséaveis no desenvolvimento de vasculopatias como resultado da adesao anormal ao
endotélio vascular (1) e hemolise (2). Esses fatores desencadeiam um estado pro-inflamatério que se
manifesta, em parte, pela adesdo de leucocitos (3) e agregacdo de plaquetas (6). O aumento da
secrecao de endotelina 1 (ET-1) e sequestro do 6xido nitrico (NO) por dimeros de hemoglobina livre
resulta no aumento do ténus vascular (4). O estreitamento do limen ocorre ap6s a proliferacdo de
células de musculo liso e fibroblastos no interior da camada da intima (5). O resultado final é a
vasculopatia (7) e a vaso-oclusao (8). (modificado de (SWITZER et al., 2006)

1.2 MODULADORES GENETICOS NA DOENGCA FALCIFORME

A base molecular para a formac¢do da Hb S, assim como, a origem dos
alelos BS mutante, sdo conhecidos, mas apenas a mutacdo para a Hb S néo é
suficiente para explicar a heterogeneidade fenotipica encontrada nas pessoas com
DF (STEINBERG, 2009; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Diante disso, diferentes estudos tém sido propostos para a busca de
moduladores genéticos associados aos fendtipos da DF. Com os resultados do
Projeto Genoma Humano e a caracterizacdo de elementos da variacdo genética
humana, pelos projetos emblematicos, tais como, o Projeto de Mapa de Haplétipos
(Haplotype Map — HapMap) e o Projeto 1000 Genomas, foi possivel estabelecer
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associacdo das variantes genéticas com doencas humanas e caracteristicas
complexas pelos Estudos de Associacdo Gendomica Ampla (genome-wide
association studies — GWAS) (THE INTERNATIONAL HAPMAP PROJECT, 2003;
LETTRE, 2012)

A Hb F e a coeranca da alfa talassemia sdo os dois moduladores genéticos
mais conhecidos na DF. A variagcdo na concentracdo de Hb F entre as pessoas com
DF pode variar de 0,1% a 30% e altas concentracdes, em geral, reduz a gravidade
da doenca (STEINBERG, 2005a). Estudos tem demonstrado efeito protetor da Hb F
em eventos como episédios de dor (PLATT et al., 1991; BAILEY et al., 1992),
retinopatia (FOX et al., 1990), ulceras de perna (KOSHY et al., 1989), AVE (OHENE-
FREMPONG et al., 1998), funcdo esplénica (WALI et al.,, 2002), entre outros. A
expressdo da Hb F envolve a atuacdo de trés loci de caracteristica quantitativa
(quantitative trait locus-QTL): a regido do cromossomo 2 no gene BCL11A, a regiao
intergénica entre os genes HBS1L e MYB e o polimorfismo de nucleotideo Unico
(single nucleotide polymorphism-SNP) na posicdo - 158 do gene ©y globina
(GARNER et al., 2004; SANKARAN; ORKIN, 2013). Estudos recentes identificaram
gue as variantes genéticas nesses QTLs explicam 50% da variacao dos niveis de Hb
F em pessoas com DF (GALARNEAU et al., 2010).

A alfa talassemia associada com a DF faz com que os portadores tenham
menos hemalise, maior hematdécrito, menor volume corpuscular médio (VCM), baixa
contagem de reticuldcitos, baixa concentracdo de Hb S e consequentemente menos
processos de polimerizagdo da Hb S (HIGGS et al., 1982; STEINBERG et al., 1984;
HIGGS, 2013). Clinicamente, o efeito da alfa talassemia na DF tem mostrado efeito
protetor para AVE (OHENE-FREMPONG et al.,, 1998; NEONATO et al., 2000),
Ulceras de perna (KOSHY et al., 1989), funcéo esplénica (WALI et al., 2002), para
cardiopatias (BRADEN; COVITZ; MILNER, 1996), albuminuria (GUASCH et al.,
1999) e colelitiase (ADEKILE et al., 1996; HAIDER et al., 1998).

Vérios estudos foram publicados descrevendo associacdes genéticas entre
polimorfismos de DNA e genes candidatos que potencialmente afetam a patogénese
da DF (LETTRE, 2012). Estes genes, que incluem: mediadores da inflamacéo, lesédo
oxidante, biologia do NO, vasorregulacdo, interacdo célula-célula, coagulacdo do
sangue, hemostasia, fatores de crescimento, citocinas e reguladores de transcricao,
podem agir, por exemplo, independentemente da polimerizacdo da Hb S e
interferem no fenotipo do portador da DF (STEINBERG, 2005b; DRISS et al., 2009).
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Em revis@es atuais, varios SNPs nesses genes estdo associados ndo s6é com o grau
de anemia, mas também com crises de dor, prevaléncia de AVE, Ulceras de perna,
hipertensédo pulmonar, osteonecrose, complicagdes hepatobiliares e priapismo, entre
outros aspectos clinicos (FERTRIN; COSTA, 2010).

Dentre os polimorfismos associados a DF, destacamos o0s que serdo
abordados nesse estudo, portanto, temos os envolvidos nos processos inflamatorios:
0 SNP -509C/T (rs1800469) no gene do fator de crescimento transformante — f1
(transforming growth factor 1 - TGFB1) e o SNP -308G/A (rs1800629) no gene do
fator de necrose tumoral-a (tumor necrosis factor-a TNFA); no estresse oxidativo: o
SNP 313A/G (rs1695) no gene da glutationa S-transferase pi1 (Glutathione S-
transferase - GSTP1) e os polimorfismos da GST mul e theta 1(GSTM1 e GSTT1); e
na biologia do ON: o SNP — 786T/C (rs2070744) no gene da enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (endothelial nitric oxide synthase-eNOS ou nitric oxide synthase 3 -
NOS3).

TGF-B1 é considerada uma citocina principalmente pré-inflamatoria, mas que
também desempenha papel crucial na angiogénese, juntamente com outros
moduladores, como o fator de crescimento vascular endotelial (Vascular Endothelial
Growth Factor-VEGF) (CRIVELLATO, 2011). E derivado da familia génica TGFB:
TGFB1, TGFB2 e TGFB3, que esta localizada na regido cromossomica 19q13.1-
13.3 e codifica trés isoformas da citocina, sendo a TGF-1 mais abundante na
circulacdo (WATANABE et al., 2002). Polimorfismos no gene TGFB estdo envolvidos
no desenvolvimento de Ulcera de perna (NOLAN et al.,, 2006), episédios de dor,
ocorréncia de infeccdo, infarto, priapismo, STA, hipertensdo pulmonar e faléncia
renal (FERTRIN; COSTA, 2010).

A proteina TNF-a, descoberta em 1975, € uma molécula pré-inflamatoria
produzida principalmente por macréfagos e células T. O seu excesso na circulacéo
pode produzir efeitos deletérios sobre as células endoteliais, como apoptose e
supressdo de reparacdo endotelial (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007,
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2011). O cluster de genes TNF esta localizado na
regido cromossdmica 6p21.3, dentro da regido do complexo de histocompatibilidade
(MHC) de classe Il (HAJEER; HUTCHINSON, 2001). A presenca do SNP -308G/A
na regido promotora do gene TNFA demonstrou, em estudos com portadores da DF,

que o alelo mutante teve associacdo com a ocorréncia do sequestro esplénico em
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criancas (CAJADO et al., 2011), j4 o alelo selvagem teve um efeito protetor contra o
AVE (HOPPE et al., 2007).

A familia de enzimas da 6xido nitrico sintase consiste em trés isoformas
distintas, sendo que a eNOS é expressa em todas as células endoteliais e seus
niveis variam em resposta a estimulos mecéanicos, fator de crescimento e citocinas
(QIAN; FULTON, 2013). O gene da eNOS esta localizado na regidao cromossémica
70936 e varios SNPs tem sido relacionado com altera¢des vasculares tais como AVC
e doenca renal em populacdo sem DF (WANG; WANG, 2000; ENDRES et al., 2004).
O SNP rs2070744 foi associado com a ocorréncia de STA em criangcas com DF do
Mediterraneo (CHAAR et al., 2006) e em mulheres afrodescendentes (SHARAN et
al., 2004). Outro estudo indiano mostrou alta frequéncia do SNP em individuos com
o fendtipo grave da doenca, bem como, baixas concentracdes de nitrito em 150
pacientes com DF (NISHANK et al., 2013).

A familia de enzimas da GSTs sao codificadas por pelo menos oito loci
distintos: alfa (GSTA), mu (GSTM), theta (GSTT), pi (GSTP), sigma (GSTS), kapa
(GSTK), omega (GSTO) e zeta (GSTZ), cada qual composta por uma ou mais
isoformas, homodimérica ou heterodimérica (TEW; TOWNSEND, 2012). Estéo
envolvidas nas reacdes de conjugacdo da glutationa (GSH) a uma variedade de
compostos eletrofilicos potencialmente toxicos e carcinogénicos (HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Os genes das classes GSTM1 e GSTT1, localizados
respectivamente nas regifes 1q13.3 e 22q11.23, apresentam as dele¢cdes como as
variantes mais comuns (genétipo nulo) o que leva a perda de atividade enzimatica,
impedindo a desintoxicacdo e, finalmente, aumenta o risco de varias doencas
(HAYES; STRANGE, 2000).

O gene da classe GSTP1, localizado na regido cromossdmica 11q13, tem o
SNP rs1695 mais estudado e quando a mutacéo esta presente a enzima codificada
possui menor atividade catalitica e possivelmente, atua de forma diferente na
metabolizacdo de eletrdlitos resultantes do estresse oxidativo e de outros processos
de biotransformacdo (BERNARDINI et al., 2005; HUANG et al., 2013).

Na literatura, as informacdes sobre a associacdo dos polimorfismos das
GSTs com complicacBes clinicas da DF sdo escassas, 0 Unico trabalho existente
demonstra que, em pacientes do Brasil, com a nulidade para os polimorfismos
GSTM1 e GSTT1 ha associacdo com AVE, Ulceras maleolares e STA (DE OLIVEIRA
FILHO et al., 2013).
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO NA DOENCA FALCIFORME

Com o surgimento de novos estudos, 0s processos de estresse oxidativo
tém sido cada vez mais relacionados com a fisiopatologia da DF (REES; WILLIAMS;
GLADWIN, 2010). O aumento da producédo de elementos pro-oxidantes é causado
por mecanismos intrinsecos da doenca, como o aumento da atividade de vérias
oxidases (NADPH oxidase e xantina oxidase endotelial) (ASLAN et al., 2001,
WOOD; HEBBEL; GRANGER, 2005), auto-oxida¢édo da Hb S (HEBBEL et al., 1982),
a liberacdo de ferro heme, aumento da dimetilarginina assimétrica (ADMA) (XIA et
al., 1996; LANDBURG et al., 2010), desacoplamento de 6xido nitrico sintase (NOS),
e diminuicao dos niveis de NO (MORRIS; KATO; POLJAKOVIC, 2005).

A medida que os sistemas de defesa antioxidantes na DF s&o afetados e/ou
ndo sao eficientes o suficiente para neutralizar a producdo excessiva de espécies
oxidantes (SCHACTER et al., 1988; AMER et al., 2006), o estresse oxidativo cronico
é estabelecido, sendo um fator critico para a disfuncao endotelial, inflamacéo e leséo
de multiplos 6rgdos (HEBBEL; OSAROGIAGBON; KAUL, 2004)[16].

Por outro lado, existem sistemas de defesa antioxidante que podem ser
divididos em dois grupos, enzimaticos e ndo enzimaticos. Os sistemas enzimaticos
envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa reduzida (GSH), a glutationa
peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Além da superédxido dismutase (SOD), que
promove a dismutacdo do superoxido (02-¢) em peroxido de hidrogénio (H202) e
oxigénio (O2), bem como a catalase (CAT), que converte o H202 em agua (H20) e
oxigénio (O2), impossibilitando a formacgdo do radical hidroxila (*OH). Ha ainda a
protecdo nao enzimatica promovida, principalmente, pelas vitaminas E (a-tocoferol),
C (&cido L-ascorbico) e glutationa reduzida (GSH) (STEVEN et al., 1998;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Na DF foi demonstrado que a atividade da SOD eritrocitaria, em alguns
estudos, € aumentada e isso pode ser devido a resposta ao estresse oxidativo (DAS;
NAIR, 1980; GIZI et al., 2011), porém outros trabalhos mostraram que a diminui¢ao
da atividade da SOD esta relacionada com a gravidade da doenca quando
comparada com individuos sem a DF (SCHACTER et al., 1988; ALSULTAN et al.,
2010).
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A remocdo do H20: eritrocitario € realizada por duas principais enzimas
antioxidantes: a GPx e CAT. A CAT é geralmente mais importante do que a GPx
porque degrada o H202 sem consumir redutores celulares como a GSH ou NADPH,
ou seja, € uma maneira energeticamente eficiente de acdo (MORRIS et al., 2008;
PANDEY; RIZVI, 2011).

A glutationa, um cofator para a GPx reduzir o H202, é facilmente oxidado em
glutationa dissulfeto (GSSG) por compostos oxidantes. Para que ela volte na forma
reduzida (GSH), uma enzima chave, a GR, regenera a GSH a partir de GSSG
usando elétrons da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). A
concentracdo de GSH e a atividade de GPx séo significativamente reduzida em
pacientes com DF (NATTA; CHEN; CHOW, 1990; REID et al., 2006; ALSULTAN et
al., 2010), porém a atividade de GR nédo apresentam diferencas entre individuos com
e sem a DF (GlZl et al., 2011).

Na figura 2, é possivel observar as principais vias de reducao em eritrocitos.
Além das que foram citadas, existe a via das glutaredoxinas que pode reduzir o
ascorbato e proteinas oxidadas, as GPX que também atuam na reducdo dos
peréxidos de lipidios/alquil (lado direito da figura) e as GSTs que atuam na
detoxificacdo de xenobidticos (topo da figura). A GR, para ser ativa, recebe os
NADPH por acdo das tioredoxinas redutase (Trx) e com a participacdo da
peroxiredoxina deixa o estado da Trx oxidado removendo H202 (abaixo da figura).
Por sua vez, o NADPH ¢é mantido sob a forma reduzida pelas enzimas glicose 6-
fosfato desidrogenase (G6PH) e 6-fosfogliconato desidrogenase de (6PGD) por
reacO0es desencadeadas pela via das pentoses fosfatos (lado esquerdo da figura).
Outros redutores, ndo enziméticos, tais como a vitamina C hidrofilica e a vitamina E
lipofilico, sdo absorvidos por eritrécitos e contribuem para a protecdo contra danos
na membrana (lado superior direito). (MCCORD; FRIDOVICH, 1969; SCHRODER;
PONTING, 1998; MAY, 1998; JOHNSON et al., 2010; VAN; VERHOEVEN; ROOS,
2013)

Altos niveis de peroxidacéo lipidica tém sido amplamente descritos na DF,
seja pela dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) ou pela
quantificacdo direta do malondialdeido (MDA). Esse aumento se deve aos eritrocitos
falcémicos aumentarem a producdo enddgena de lipidios oxidados e também
aumentar a susceptibilidade de promover a peroxidacdo lipidica comparado a
eritrocitos normais (KLINGS; FARBER, 2001; MANFREDINI et al., 2008; SHIMAUTI



Introducéo 21

et al., 2010; SILVA et al., 2011; TORRES et al., 2012). Além da peroxidacao lipidica,
0 aumento do estresse oxidativo intra e extraeritrocitario induz a instabilidade da
membrana com elevada exposicéo de fosfatidilserina (PS). Com isso, contribui para
a hemolise intravascular impulsionando a geracao de pro-oxidantes endotelial, e a
externalizacdo de PS induz a interacdo de varios fatores de coagulacdo com os
eritrocitos resultando em estado de hipercoagulabilidade (REPKA; HEBBEL, 1991;
WOOD; GRANGER, 2007; WALTER et al., 2008).
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Figura 2. Principais vias de protecdo do eritrocito contra danos oxidativos. Os eritrécitos
possuem uma série de enzimas de detoxificacdo contra as espécies reativas de oxigénio (ERO) e
também de xenobidticos. Trx: tioredoxina redutase, TrxS2: tioredoxina redutase na forma oxidada,
Trx(SH)2: tioredoxina redutase na forma oxidada, GrxS2: glutaredoxina reduzida, Grx(SH)2:
glutaredoxina reduzida na forma oxidada (modificado de (VAN; VERHOEVEN; ROOS, 2013)

O processo repetido de polimerizacdo/despolimerizacdo da Hb S pode
conduzir a um ciclo vicioso incitando a adesdo de células sanguineas, hemolise,
vaso-ocluséo e a lesé@o por isquemia — reperfusao (CHIRICO; PIALOUX, 2012), em
outras palavras, as varias fontes de processos pré-oxidantes levam ao estresse
oxidativo crbnico e sistémico. Por este motivo, 0S novos agentes terapéuticos podem

ter como alvo o estresse oxidativo e, assim, atuam na prevencao ou retardamento
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do desenvolvimento de complicacdes em o6rgaos (WOOD; GRANGER, 2007; NUR et
al., 2011).

1.3 TERAPIA FARMACOLOGICA COM A HIDROXIUREIA

A histoéria natural da DF, em individuos com altos niveis basais de Hb F, &
conhecida por ter um fendtipo mais brando e com menor comprometimento de
orgaos associados as complicacbes da doenca. Essa observacao foi demonstrada
pelo Estudo Cooperativo da Doenca Falciforme em 1994 (PLATT et al.,, 1994),
portanto, o fato de que o aumento da quantidade de Hb F inibe o processo de
polimerizacdo da Hb S, e, consequentemente, a falcizacdo dos eritrocitos, levou a
utilizacdo de agentes que possam promover a sintese de Hb F nos pacientes com
DF (SHETH; LICURSI; BHATIA, 2013).

A hidroxiureia, um derivado do &cido hidroxadmico, € um medicamento de
administragao oral, cujo maior efeito associado ao tratamento de pacientes com DF
€ 0 aumento na sintese de Hb F, envolvida na reducéo da frequéncia de episédios
vaso-oclusivos, crises de dor, transfusdes e hospitalizagdes (LANZKRON et al.,
2008; LIU et al., 2010). Por ser de facil administracéo, baixa toxicidade, baixo custo
e ter multiplos efeitos, a HU tem ganhado espaco como terapia frequentemente
adotada pelos clinicos, e sua experiéncia na AF vem sendo acumulada ao longo dos
altimos 25 anos, sendo segura e bem tolerada pela maioria dos pacientes adultos
(WARE; AYGUN, 2009; KOVACIC, 2011).

Os mecanismos de atuacdo da HU ainda ndo sdo totalmente esclarecidos,
mas sabe-se que € um agente que atua na fase S do ciclo celular, interrompendo o
ciclo pela inibicdo da atividade da ribonucleotideo redutase e, dessa forma,
reduzindo a sintese de DNA. Essa interrupcdo ndo especifica do ciclo celular é,
provavelmente, a principal responsavel pela promocédo da sintese de Hb. Em cultura
de células demonstrou-se que doses de HU em células progenitoras eritréides
podem aumentar a quantidade de Hb intracelular total, mMRNA de cadeias gama e 0s
niveis de Hb F. Também hé& evidéncias de que a HU atue como um doador de NO,
aumentando os niveis de cGMP (Guanosina Monofosfato ciclica), o que acelera a
traducdo dos genes gama (COKIC et al., 2003; COVAS et al, 2004; REES;



Introducéo 23

WILLIAMS; GLADWIN, 2010; ALMEIDA et al., 2012) (Figura 3).

Estudos mostram que reducédo na gravidade das manifestacdes clinicas de
pacientes tratados com HU ocorre concomitante & diminuicdo da contagem e da
expressdo de moléculas de adesdo em leucédcitos (KAUL; HEBBEL, 2000;
FINNEGAN et al., 2007; LAURENCE et al., 2011). Os efeitos do uso de HU sao dose
— dependentes e, além do aumento nos niveis de Hb F, que pode chegar a cerca de
60% nos pacientes submetidos ao tratamento, também observaram aumento no
volume do eritrocito e quantidade de Hb em seu interior, reducdo na contagem de
reticulécitos (KINNEY et al., 1999; COVAS et al., 2004; CHO et al., 2010), maior
hidratacdo dos eritrocitos e diminuicdo da adesividade celular ao endotélio (WILES;
HOWARD, 2009; KOVACIC, 2011) e diminuicdo da peroxidagéo lipidica (BELINI
JUNIOR et al., 2011).
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Figura 3. Multiplos efeitos benéficos da hidroxiureia na doenca falciforme. (1) Inducédo da
Hb fetal por meio da ativa¢éo da guanilato ciclase alterando a cinética dos precursores eritréides;
(2) baixos valores de neutrdfilos e reticuldcitos por inibicdo da ribonucleotideo redutase e
citoxicidade da medula; (3) diminuicdo da adesividade e melhora da reologia dos neutréfilos e
reticulécitos circulantes; (4) reducdo da hemdlise pela melhor hidratagdo dos eritrécitos,
macrocitose, e redugdo da falcizagdo; (5) o oOxido nitrico (NO) é liberado e como potente
vasodilatador local, melhora a resposta vascular (modificado de (WARE, 2010)

Além de estudos envolvendo adolescentes e adultos, a HU tem demonstrado

resultados positivos em criancas de 9 a 18 meses de idade. O ensaio clinico
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multicéntrico randomizado e controlado por placebo, chamado BABY HUG, avaliou
193 criancas de 9 a 18 meses e verificou que o grupo placebo teve o dobro de
episodios de dor, cinco vezes o numero de episédios de dactilite, e trés vezes mais
episddios de STA, e eram mais propensos a necessitar de transfusdo em
comparacao com o grupo com HU (WANG et al.,, 2011). Além disso, os autores
sugerem que os dados deste estudo devem tranquilizar hematologistas, pois o
tratamento com a HU é seguro e eficaz quando iniciado precocemente
(THORNBURG et al., 2012).

O tratamento com a HU tem variacdes de eficacia tanto no aumento da Hb F
guanto na melhora clinica e em outras evidéncias laboratoriais. Muitos estudos tém
como obijetivo investigar as variacfes genéticas que possam explicar o porqué de
alguns pacientes tolerarem e respondem ao uso de HU, enquanto, outros ainda
precisam ser tratados com estratégias baseadas em transfusdo de sangue.
(CHARACHE et al.,, 1995; STEINBERG et al.,, 1997; ZIMMERMAN et al., 2004;
BAKANAY et al., 2005; MA et al., 2007)

Devido a importancia das complicacdes vasculares na fisiopatologia da AF,
os polimorfismos genéticos associados com 0s processos inflamatdrios e oxidativo
sdo potenciais modificadores na manifestacdo fenotipica do paciente e podem
apresentar resposta diferenciada ao uso de HU.

A capacidade de prever eventos fenotipicos na AF permite direcionar
procedimentos e antever um progndéstico como linha diretriz de deciséo terapéutica.
Fatores de risco individuais para complicacdes clinicas s&o conhecidos, mas
insuficientes para uma precisao diagndéstica sem se conhecer o perfil genético e a
influéncia ambiental sobre esses genes. Estudos genéticos de associacdo que
consideram a ligagdo de polimorfismos génicos com subfenotipos conhecidos,
podem eventualmente fornecer caminhos para prevencdo de eventos clinicos
complicadores e permitem um tratamento mais individualizado aos pacientes,
atendendo as suas caracteristicas.

Diante da reposta diferenciada ao tratamento com a HU na DF, da influéncia
do processo inflamatorio, da biologia do NO e do estresse oxidativo na manifestacéo
clinica do paciente, a avaliagdo de genes e enzimas que atuam nestes processos é
importante para conhecer a resposta individual dos pacientes e relacionar os

diferentes aspectos, genéticos e ambientais, em uma vertente da farmacogendmica.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Em portadores da doenca falciforme, avaliar a resposta ao tratamento com a
hidroxiureia considerando a influéncia de polimorfismos genéticos envolvidos nos

processos inflamatdrios e oxidativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar e separar os portadores da doenca falciforme de acordo com a
gravidade clinica da doenca (moderada, intermediaria ou grave) analisada por meio
da “calculadora de gravidade da doenga falciforme”;

- Rastrear os polimorfismos envolvidos nos processos inflamatorios, na
sintese do 6xido nitrico e no estresse oxidativo: -509C/T no gene TGFB1, -308G/A
no gene TNFA, 313A/G no gene GSTP1, -786T/C no gene NOS3 e os polimorfismos
nos genes GSTM1 e GSTT1; e investigar a associacdo com as complicacdes
clinicas da doenca falciforme

- Analisar a atividade das enzimas catalase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase e glutationa S-transferase e os marcador de peroxidacao lipidica de cada
paciente;

- Avaliar a resposta ao uso de hidroxiureia perante os marcadores
bioquimicos e laboratoriais, fendtipo da doenca falciforme e os polimorfismos

genéticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

O estudo envolveu 520 pessoas com a doencga falciforme provenientes do
Instituto Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti” — Rio de
Janeiro/RJ — HEMORIO, sendo 236 (45,4%) do género masculino e 284 (54,6%) do
género feminino, com a média de idade de 25,2 + 13,9 anos. Todos 0s pacientes
estavam em acompanhamento clinico seguindo os Protocolos e Diretrizes
Terapéuticas para pessoas com DF estabelecido pelo Ministério da Saude (BRAZIL,
2010; BRAZIL, 2011).

A selecdo dos pacientes foi randomizada, porém, alguns critérios de
exclusdo foram: pacientes menores de cinco anos de idade, fumantes, pacientes
que faziam o uso regular de bebidas alcodlicas e gestantes.

Para a validacdo da calculadora de gravidade da DF foram utilizados 500
pacientes (440 Hb SS e 60 Hb SC) seguindo os mesmos critérios de exclusao.

Para as analises dos marcadores de estresse oxidativo, além dos critérios
de exclusdo descritos acima, foram atribuidos critérios adicionais: pacientes que
fizeram o uso de antibibticos, analgésicos e vitaminas, ingestdo de alcool nas
Gltimas 24 horas antecedentes a data de coleta e aqueles que tiveram AVE ou crises
de dor dois meses antecedentes a data de coleta. Diante disso, 0 niumero amostral
envolvendo esses marcadores foi reduzido para 490 pacientes.

Um grupo com 100 doadores de sangue, sem hemoglobinopatias, com os
mesmos critérios de excluséo para as pessoas com DF, foi criado para obtermos os
valores de referéncia para os marcadores de estresse oxidativo avaliados nesse
estudo. Esse grupo foi incluido devido a escassez de grupos de controle fidedignos
para tais marcadores, com as mesmas técnicas e condi¢cdes laboratoriais que
utilizamos para o grupo de pacientes.

Apos consentimento livre e informado, as amostras de sangue foram
colhidas por pungao venosa, pela equipe do HEMORIO, em dois tubos contendo
EDTA a 5%. Um tubo foi coletado e sob-refrigeracdo a - 4°C trouxemos para o

Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematoldgicas, na UNESP
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de Sdo José do Rio Preto-SP, para confirmar o diagnostico da DF e para o
rastreamento dos polimorfismos. As amostras do outro tubo passaram por trés tipos
de processamento (ver APENDICE A — Padronizacdo dos métodos de coleta e
preparo das amostras para os testes bioquimicos) e sob-refrigeracdo a — 80°C
trouxemos para o Laboratério de Biomarcadores de Contaminacédo Aquatica para as
analises dos marcadores de estresse oxidativo.

Dados hematoldgicos e bioquimicos e informagBes sobre o uso de HU,
eventos clinicos e transfusdes sanguineas, foram obtidos por meio de consulta aos
prontuarios medicos e também ao Sistema de Administracdo do Servico de
Hematologia (SASH).

Os 212 pacientes, considerados como em uso de hidroxiureia, foram aqueles
gue estavam em uso de droga acima de 90 dias com média de 41,1 meses e a dose

média por paciente era de 26 mg/kg/dia.

3.2 CONSIDERAGOES ETICAS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Sao José do
Rio Preto (UNESP/IBILCE) sob o protocolo niumero 006/11 e CAAE (Certificado de
Apresentacéo para Apreciacdo Etica) 0030.0.229.000-10, obedecendo aos principios
estabelecidos na Resolucdo 196/96 e 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS).

3.3 ESTATISTICA

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 Andalise de Variancia (ANOVA)
complementada pelo teste de comparacbes multiplas de Newman-Kills; para os
dados ndo paramétricos foram utilizados o teste Mann-Whitney e Kruskal-Wallis
complementado pelo teste de Dunn.

Para as analises de correlacdes foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson;

para dados paramétricos, e correlacdo de Sperman, para dados ndo paramétricos,
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com a seguinte classificacdo: correlacdo perfeita (=1), forte (>0,75), média (>0,5),
fraca (<0,5) e inexistente (=0).

As analises de frequéncia foram realizadas pelo teste do Qui-quadrado (para
n amostras independentes dispostas em tabelas de contingéncias | x ¢) ou exato de
Fisher (para duas amostras independentes dispostas em tabelas de contingéncias 2
x 2). O teste de proporcdo de Goodman foi utilizado quando os dados néao
obedeceram as premissas do Qui-quadrado.

A analise da associacao entre genotipos e predisposi¢cao aos eventos clinicos
da DF foi realizado pelo calculo de Odds Ratio (OR) obedecendo o intervalo de
confianca (IC), além disso, os valores de OR acima de 1 indicam que o fator esta
associado a maior chance de desenvolver a caracteristica em questdo e valores
abaixo de 1, menor chance.

A ANOVA fatorial foi utilizada para as analises que incluiram mais de uma
variavel independente calculando o0s principais efeitos para cada variavel
dependente, bem como, a interacéo entre elas.

O software utilizado nas analises estatisticas foi o Statistica, versdo 10.0 e o

alfa fixado foi de 5%.

3.4 METODOS

Os protocolos completos de cada metodologia utilizada para o diagnostico
da DF e para o rastreamento dos polimorfismos encontram-se no APENDICE B —
Protocolos de diagnostico da doenca falciforme, identificacdo dos polimorfismos e
analises bioquimicas. Entretanto, de forma resumida, as técnicas usadas estdo

abaixo descritas.

3.4.1 Diagnostico da Doenca falciforme

O fluxo de metodologias para o diagnéstico da DF seguiu os seguintes
passos: Analise da morfologia eritrocitaria > Resisténcia globular osmética em NacCl
a 0,36% -> Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino - Eletroforese de
hemoglobina em pH acido - Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
para avaliagdo dos valores de hemoglobina Az e hemoglobina F - Extracdo de DNA
- Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguido por analise de polimorfismo do
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comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) ou alelo especifica (AE) para a

identificacdo das mutacdes e definicdo dos gendtipos da DF.

Andlise, a fresco, da morfologia eritrocitaria

Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram analisados ao microscopio de
luz, quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrocitos (BONINI-
DOMINGOS, 2006).

Resisténcia globular osmadtica em solucéo de NaCl a 0,36 %

A técnica foi utilizada como um dos testes de triagem para detectar a
talassemia do tipo beta, pois nesses casos 0s eritr6citos microciticos sdo mais
resistentes a hemolise, nesta solucdo. No entanto, a resisténcia globular ndo é
especifica para talassemia beta, pois resultados positivos sdo encontrados também
em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos
para Hb C e esferocitose (SILVESTRONI; BIANCO, 1975)

Eletroforese em pH alcalino

As amostras de sangue, previamente hemolisadas por saponina a 1%
(NAOUM, 1990), foram submetidas a eletroforese de Hb em tampéo Tris-EDTA-
Borato (TEB) em pH 8,6. A técnica foi utilizada para qualificagdo e quantificacdo de
Hb normais e grande parte das Hb anormais (MARENGO-ROWE, 1965)

Eletroforese em pH &cido

As amostras de sangue, foram previamente hemolisadas por saponina a 1%
(NAOUM, 1990) e submetidas a eletroforese de Hb em tampéao fosfato em pH 6,2.
Essa técnica foi especifica para diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais
lentas que a Hb A, como por exemplo: Hb S e Hb D; Hb C e Hb E que em
eletroforese alcalina, migram em posicbes semelhantes, dificultando a correta
identificacdo (VELLA, 1968).
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Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

O equipamento utilizado foi o0 VARIANT (BIO-RAD) com Kit de analise Beta
Talassemia Heterozigota. O equipamento consiste na cromatografia de troca ionica
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 alteracdes de absorbancia a 415 nm. O filtro secundario de
690 nm corrige a linha de base para efeitos provocados pela mistura de tampdes
com forcas ibnicas diferentes. As mudancas na absorbancia sdo monitoradas e
exibidas como um cromatograma da absorbancia versus tempo e os dados de
andlise 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
retencdo € o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra até o apice do pico da
Hb. Cada Hb tem um tempo de retencdo e um pico caracteristico favorecendo
identificacdo e quantificacdo precisa das Hb normais e anormais (INSTRUCTION
MANUAL OF BIO-RAD, 2006)

Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de leucocitos de sangue periférico, segundo o
meétodo de extracdo por fenol-cloroformio e precipitacdo por etanol. O DNA obtido
neste processo foi utilizado para a identificacdo dos genétipos da DF e também para
0 rastreamento dos polimorfismos envolvidos no estudo (SAMBROOK; FRITCSH,;
MANATIS, 1989)

Andlise molecular para Hb S por PCR-RFLP

A deteccdo da mutacdo HBB:c.20A>T foi realizada por PCR seguido de
analise de restricdo. O fragmento obtido da PCR foi de 382 pb. A mutacdo no cédon
6 (GAG — GTG) elimina um sitio de restricdo da enzima Ddel, portanto, quando o
fragmento amplificado foi submetido a digestdo enziméatica, o alelo normal gerou
quatro fragmentos: 201 pb, 88 pb, 87 pb e 6 pb, e o alelo mutante gerou trés
fragmentos: 288 pb, 88 pb e 6pb, este ultimo ndo é visualizado (SAIKI et al., 1985;
BELINI; CANCADO; DOMINGOS, 2010). Os fragmentos gerados foram visualizados
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em gel de agarose a 2,0% sob luz UV e os padrdes encontrados estao

demonstrados na Figura 4.

MM MN NN

- 288 pb
_-_ - 201 pb
— || || 87-88 pb

Figura 4. Interpretacdo da analise molecular para a Hb S por PCR-RFLP. A esquerda, a foto de
um gel de agarose a 2,0% e a direita 0 padrdo de bandas esperado apos a digestdo da PCR pela
enzima Ddel. Amostras 2, 3, 4, 6 e 7 — homozigotos para a mutacdo Hb S. Amostra 1- auséncia da
mutacdo Hb S. Amostra 5: heterozigoto para a Hb S. M = marcador molecular de 100 pb. MM: alelos
mutantes. MN: alelo mutante e alelo normal. NN: alelos normais

Analise molecular para Hb D — Los Angeles por PCR-RFLP

A deteccao da mutacdo HBB:c.364G>C foi realizada por PCR seguida de
analise de restricdo. O fragmento obtido da PCR foi de 564 pb. A mutacdo no codon
121 (GAA > CAA) elimina um sitio de restricdo para a enzima EcoR |, portanto,
guando o fragmento amplificado foi submetido a digestdo enzimatica, o alelo normal
gerou dois fragmentos: 296 e 268 pb, e o alelo mutante gerou um fragmento: 564 pb.
Os fragmentos gerados foram visualizados em gel de agarose a 2,0% sob luz UV e
os padrbes encontrados estdo demonstrados na Figura 5 (BONINI-DOMINGOS,
2006).
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Figura 5. Interpretacéo da analise molecular para a Hb D por PCR-RFLP. A esquerda, a foto de
um gel de agarose a 2,0% e a direita o padréo de bandas ap6s a digestdo da PCR pela enzima EcoR
I. Amostras 2, 4 e 6 — auséncia da mutacao para a Hb D. Amostras 3 e 5 - heterozigotos para a Hb D.
Amostra 1= branco. M = marcador molecular de 100 pb. MM: alelos mutantes. MN: alelo mutante e
alelo normal. NN: alelos normais

Analise molecular para Hb S e Hb C por PCR-AE

As amostras que apresentaram perfil eletroforético e cromatogréafico
compativel com Hb SC foram submetidas a amplificacdo génica alelo-especifico
(FISCHEL-GHODSIAN; HIRSCH; BOHLMAN, 1990). Nesta técnica foram utilizados
3 tubos para cada paciente. Em todos os tubos foram utilizados os iniciadores
controles da reacao gerando o fragmento de 660 pb, e especificamente, nos tubos 1,
2 e 3 foram utilizados os primers para os alelos Hb A, Hb S e Hb C, respectivamente,
gue geraram o fragmento de 216 pb O resultado das amplificagbes e os padrdes de
banda estédo representados na Figura 6.

660 pb

216 pb

Figura 6. Interpretacdo da analise molecular para Hb SC por PCR-AE. A esquerda, a foto de um
gel de agarose a 2,0% e a direita o padrdo de bandas que possibilita a detecgdo dos gendétipos pela
técnica. Amostra 1: heterozigoto para Hb S e Amostra 2: duplo heterozigoto para Hb S e Hb C.
Ndmero 1 equivale ao tubo com alelo para Hb A, NUumero 2 equivale ao tubo com alelo para Hb S e
Ndmero 3 equivale ao tubo com alelo para Hb C. M = marcador molecular de 100 pb.
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Andlises moleculares para identificacdo das mutacdes nos alelos beta
talassémicos

As amostras que apresentaram perfil eletroforético e cromatografico
compativel com Hb S/Beta talassemia foram investigadas para as mutagfes mais

frequentes na populacéo brasileira.

Mutacdo no cédon 39 por PCR-AE

A deteccdo da mutagdo HBB:c.118C>T foi realizado por PCR-AE. Nesta
técnica foram utilizados 2 tubos para cada paciente. Em todos os tubos foram
utilizados os iniciadores controles da reacdo gerando um fragmento de 659 pb, e
especificamente, no tubo 1 foram utilizados iniciadores para o alelo sem a mutacéo e
no tubo 2 iniciadores para a mutacdo CD39 gerando um fragmento de 439 pb. O
resultado das amplificagOes e os padrdes de banda estédo representados na Figura
7.

M Amostral Amostra2 Amosta3 Amostra4 Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Normal para CD39 Mutante
M2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

.-n‘ﬂ-"- —— — — I ] I ] mmm mmmm 659 pb
— — —_ _— — - 439 pb
-—

Figura 7. Interpretacdo da analise molecular para a mutagdo CD39 por PCR-AE. A esquerda, a
foto de um gel de agarose a 2,0% e a direita o padrdo de bandas que possibilita a deteccdo dos
gendtipos para a mutagdo CD39. Amostra 1: homozigoto normal para a mutagdo CD39, Amostra 2, 3
e 4: heterozigotos para a mutagdo CD39. Nimero 1 equivale ao tubo com alelo sem a mutagdo CD39
e NUimero 2 equivale ao tubo com alelo para a mutagdo CD39. M = marcador molecular de 100 pb.

Mutacéao 1VS-1-110 por PCR-AE

A detecgdo da mutacdo HBB:c.93-21G>A foi realizado por PCR-AE. Nesta
técnica foram utilizados 2 tubos para cada paciente. Em todos os tubos foram
utilizados os iniciadores controles da reacdo gerando um fragmento de 659 pb, e
especificamente, no tubo 1 foram utilizados iniciadores para o alelo sem a mutacao e

no tubo 2 iniciadores para a mutacao 1VS-I1-110 gerando um fragmento de 337 pb. O
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resultado das amplificacdes e os padrdes de banda estédo representados na Figura
8.

Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Normal para IVS-1-110 Mutante
1 2 1 2 1 2

- - - - s s 659 pb

337 pb

Figura 8. Interpretacéo da analise molecular para a mutacdo 1VS-1-110 por PCR-AE. A esquerda,
a foto de um gel de agarose a 2,0% e a direita 0o padrdo de bandas que possibilita a deteccdo dos
gendtipos para a mutagdo IVS-I-110. Pacientes 1 e 3: homozigotos para a mutagdo IVS-1-110,
Paciente 2: heterozigoto para a mutacdo IVS-1-110. Namero 1 equivale ao tubo com alelo sem a
mutagdo IVS-I1-110 e Numero 2 equivale ao tubo com alelo para a mutagao 1VS-I1-110. M = marcador
molecular de 100 pb.

Mutacgéo IVS-I-6 por PCR-AE

A deteccdo da mutagédo HBB:c.92+6T>C IVS-I-6 foi realizado por PCR-AE.
Nesta técnica foram utilizados 2 tubos para cada paciente. Em todos os tubos foram
utilizados os iniciadores controles da reacdo gerando um fragmento de 659 pb, e
especificamente, no tubo 1 foram utilizados iniciadores para o alelo sem a mutacao e
no tubo 2 iniciadores para a mutacao IVS-I-6 gerando um fragmento de 337 pb. O
resultado das amplificacdes e os padrdes de banda estdo representados na Figura
9.

Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
Normal para IVS-I-6 Mutante
1 2 1 2 1 2

EENE B | B s | ESS = (G5O b

_— N - . 337 pb

Figura 9. Interpretacdo da analise molecular para a mutagéo IVS-I-6 por PCR-AE. A esquerda, a
foto de um gel de agarose a 2,0% e a direita o padrdo de bandas que possibilita a deteccdo dos
gendtipos para a mutacdo IVS-1-6. Amostras 1 e 3: auséncia da mutagdo IVS-I-6, Amostra 2:
heterozigoto para a mutagdo 1VS-I-6. Numero 1 equivale ao tubo com alelo sem a mutagdo IVS-1-6 e
Numero 2 equivale ao tubo com alelo para a mutagéo IVS-1-6. M = marcador molecular de 100 pb.
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Mutacao IVS-I-1 por PCR-AE

A deteccdo da mutacdo HBB:c.92+1G>A IVS-I-1 foi realizada por PCR-AE.
Nesta técnica foram utilizados 2 tubos para cada paciente. Em todos os tubos foram
utilizados os iniciadores controles da reagcdo gerando um fragmento de 659 pb, e
especificamente, no tubo 1 foram utilizados iniciadores para o alelo sem a mutacao e
no tubo 2 iniciadores para a mutacao IVS-I-1 gerando um fragmento de 268 pb. O
resultado das amplificagOes e os padrdes de banda estdo representados na Figura
10.

Homozigoto Heterozigoto Homozigoto
M Amostral Amostra2 Amostra3  Amostrad Normal para IVS-I-1 Mutante
1 2 1 2 1 2

1 2 14 2 1 2 1 2

I | mmm  mmmm 659 pb

_— N - N | 268 pb

Figura 10. Interpretacdo da anéalise molecular para a mutac&o IVS-I-1 por PCR-AE. A esquerda, a
foto de um gel de agarose a 2,0% e a direita o padrdo de bandas que possibilita a deteccdo dos
gendtipos para a mutacdo IVS-I-1. Amostras 1, 2 e 3: auséncia da mutacdo IVS-I-1, Amostra 4:
heterozigoto para a mutagdo IVS-I-1. Numero 1 equivale ao tubo com alelo sem a mutagdo IVS-1-6 e
Numero 2 equivale ao tubo com alelo para a mutagéo IVS-I-1. M = marcador molecular de 100 pb.

3.4.2 Deteccéo dos Polimorfismos

Polimorfismo -509C/T no gene TGFB1

A deteccédo da mutacao -509C/T (rs1800469) foi realizada por PCR seguido
de analise de restricdo. O fragmento obtido da PCR foi de 406 pb. A mutacdo na
regidao promotora -509C/T elimina o sitio de restricdo da Enzima Bsu36l, portanto,
guando o fragmento amplificado foi submetido a digestdo enzimatica, o alelo normal
gerou dois fragmentos: 223pb e 183pb, e o0 alelo mutante apenas um fragmento: 406
pb. (SILVERMAN et al., 2004). Os fragmentos gerados foram visualizados em gel de
agarose a 2,0% sob luz UV e os padrbes encontrados estdo demonstrados na

Figura 11.
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Figura 11. Interpretacdo da analise molecular para a mutagdo -509C/T por PCR-RFLP A
esquerda, a foto de um gel de agarose a 2,0% e a direita o padrao de bandas apés a digestdo da
PCR pela enzima Bsu36l. Amostras 2, 3, 5, 8, 9 e 10 — auséncia da mutacao -509C/T. Amostras 4, 6,
7 e 11 — heterozigotos para a mutacao -509C/T. Amostra 1 — branco. M= marcador molecular de 100

pb.
Polimorfismo -308G/A no gene TNFA

A deteccdo da mutacdo -308G/A (rs1800629) foi realizada por PCR seguido
de andlise de restricdo. O fragmento obtido da PCR foi de 117 pb. A mutacdo na
regido promotora -308G/A elimina o sitio de restricdo da Enzima Ncol, portanto,
guando o fragmento amplificado foi submetido a digestdo enzimatica, o alelo normal
gerou dois fragmentos: 97 pb e 20 pb, e o alelo mutante apenas um fragmento: 117
pb. (WILSON et al.,, 1992). Os fragmentos gerados foram visualizados em gel de
agarose a 4,0% sob luz UV e os padrbes encontrados estdo demonstrados na

Figura 12.

— 117 pb
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Figura 12. Interpretacdo da analise molecular para a mutacdo -308G/A por PCR-RFLP A
esquerda, a foto de um gel de agarose a 4,0% e a direita o padrao de bandas apés a digestédo da
PCR pela enzima Ncol. Amostras 1, 2, 3, 4, 5 e 7 — heterozigotos para a mutagdo -308G/A. Amostra 6
— homozigoto mutante para a mutagdo -308/G/A. O fragmentos de 20 pb nao é possivel visualizar na
concentracdo desse gel. M= marcador molecular de 100 pb.
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Polimorfismo -786T/C no gene NOS3

A deteccdo da mutacao -786T/C (rs2070744) foi realizada por PCR seguido
de analise de restricdo. O fragmento obtido da PCR foi de 180 pb. A mutacdo na
regido promotora -786T/C elimina um sitio de restricdo da Enzima Mspl, portanto,
guando o fragmento amplificado foi submetido a digestdo enzimatica, o alelo normal
gerou dois fragmentos: 138 pb e 42 pb, e o alelo mutante trés fragmentos: 92 pb, 46
pb e 42 pb. Os fragmentos gerados foram visualizados em gel de agarose a 2,5%

sob luz UV e os padrbes encontrados estdo demonstrados na Figura 13.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 |lcc CT TT
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Figura 13. Interpretacdo da anéalise molecular para a mutacdo -786T/C por PCR-RFLP A
esquerda, a foto de um gel de agarose a 2,5% e a direita o padrdo de bandas apds a digestdo da
PCR pela enzima Mspl. Amostras 1, 2, 3, 4, e 8 — heterozigotos para a mutacao -786T/C. Amostras 5,
6 e 7 — auséncia da mutacdo -786T/C. M= marcador molecular de 100 pb.

Polimorfismo 313A/G no gene da GSTP1

A deteccdo da mutacdo 313A/G (rs1695) foi realizada por PCR seguido de
analise de restricdo. O fragmento obtido da PCR foi de 176 pb. A mutacdo 313A/G
cria o sitio de restricdo da enzima Bsmal, portanto, quando o fragmento amplificado
foi submetido a digestdo enzimatica, o alelo normal gerou um fragmento de 176 pb,
e 0 alelo mutante dois fragmentos: 91 pb e 85 pb (ISHII et al., 1999). Os fragmentos
gerados foram visualizados em gel de agarose a 3,5% sob luz UV e os padrdes

encontrados estdo demonstrados na Figura 14.
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Figura 14. Interpretacdo da analise molecular para a mutacdo 313A/G por PCR-RFLP A
esquerda, a foto de um gel de agarose a 3,5% e a direita 0 padrao de bandas apos a digestdo da
PCR pela enzima Bsmal. Amostras 1, 3, 4, 5, 6 e 7 — auséncia da muta¢do 313A/G. Amostra 2 —
homozigoto para a mutacdo 313A/G. M= marcador molecular de 100 pb.

Polimorfismos no gene da GSTM1 e GSTT1

A identificacdo das dele¢des para os genes GSTM1 e GSTT1 foi realizada
por PCR Multiplex. Em todos os tubos foram utilizados os iniciadores controles da
reacdo e também os iniciadores especificos (ARAND et al., 1996; PINHEL et al.,
2008). O gendtipo M/M (presenca do alelo para GSTM1 e auséncia do alelo para
GSTT1) foi identificado pela presenca do fragmento controle 310 pb e o especifico
230 pb. O gendtipo T/T (presenca do alelo para GSTT1 e auséncia do alelo para
GSTM1) foi identificado pela presenca do fragmento controle de 310 pb e o
especifico de 423 pb. O gendtipo M/T (presenca dos alelos para GSTM1 e GSTT1)
foi identificado pela presenca do fragmento controle de 310 pb e os dois especificos
de 423 pb e 230pb. O gendtipo nulo (auséncia dos alelos para GSTM1 e GSTT1) foi
identificado pela presenca do fragmento controle de 310 pb. A foto do gel e o padrao

dos fragmentos de DNA estdo demonstrados na Figura 15.



Material e Métodos 41

NULO MM MIT TIT

423 pb
310 pb
230 pb

Figura 15. Interpretagao da andlise molecular para as dele¢cfes dos genes GSTM1 e GSTT1
por PCR-MULTIPLEX A esquerda, a foto de um gel de agarose a 2,0% e a direita o padréo de
bandas. Amostras 1, 3 e 5 — gen6tipo M/T. Amostra 2 e 6 — gendtipo M/M. Amostra 4 — genétipo
T/T e Amostra 4 — gen6tipo nulo. M= marcador molecular de 100 pb.

3.4.3 Avaliagdo da capacidade antioxidante e de marcador de dano oxidativo

Determinacao da atividade enziméatica da Catalase

Das amostras de sangue foi retirada a papa de eritrécitos e a mesma foi
diluida 50 vezes em &gua destilada. A atividade da catalase foi quantificada pela
velocidade de decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela enzima sendo
observada pelo decréscimo de absorbancia em 240 nm. A atividade da catalase foi

calculada e expressa em U/mL de hemolisado (BEUTLER, 1975).

Determinacao da atividade enzimética da Glutationa S-transferase

As amostras de sangue total foram lavadas e a papa de eritrocito foi
adicionada a solucdo hemolisante tornando a amostra diluida a 100 vezes. A
atividade da GST foi avaliada pela reacéo envolvendo a amostra preparada, o 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e GSH. O aumento de absorbancia foi
acompanhado a 340 nm e a atividade da GST total foi calculada e expressa em
U/mL de hemolisado (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976).
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Determinacao da atividade enziméatica da Glutationa Peroxidase (GPx)

As amostras de sangue total foram lavadas e a papa de eritrocito foi
adicionada a solucdo hemolisante tornando a amostra diluida a 100 vezes. A
atividade da GPx foi avaliada pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm promovido
pela detoxificacdo do hidroperoxido de terc-butilo (tBOOH) e consequentemente
oxidacao da glutationa reduzida (GSH). Além disso, foi utilizado no meio de reacao
NADPH e glutationa redutase (GR) para aumentar a disponibilidade de GSH, pois é
a GR que converte a glutationa oxidada (GSSG) em GSH. A atividade da GPx foi
calculada e expressa em U/mL de hemolisado (SIES et al., 1979).

Determinacao da atividade enziméatica da Glutationa Redutase (GR)

As amostras de sangue total foram lavadas e a papa de eritrécitos foi
adicionada a solugcdo hemolisante tornando a amostra diluida a 100 vezes. A
atividade da GR foi avaliada pelo aumento da absorbancia a 340 nm em decorréncia
da conversdo da GSSG a GSH. Portanto, a amostra de sangue preparada foi
adicionada em meio de reacdo contendo GSSG e NADPH e a atividade foi expressa
em U/mL de hemolisado (BEUTLER, 1969).

Dosagem de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A dosagem plasmatica das espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) foi utilizada para avaliar a peroxidacao lipidica das amostras. O método &
baseado na reacdo do malondialdeido e outros aldeidos com o acido tiobarbittrico
(TBA) em pH baixo e temperatura elevada, para formar um complexo com absorcéo
maxima em 535 nm (MIHARA; UCHIYAMA, 1978; SHIMAUTI et al., 2010). Valores
até 440 ng/mL séo considerados normais.

3.4.4 Calculadora da gravidade da doenca falciforme
NOs usamos a ferramenta "Calculadora da Gravidade da Doenca
Falciforme", disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects, para o

calculo dos escores de gravidade e classificacdo dos pacientes em categorias por
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fendtipo (leve, intermediéria, grave). Esta ferramenta foi desenvolvida por meio de
modelagem de rede Bayesiana usando 25 variaveis clinicas e laboratoriais para
estimar a gravidade da DF em um estudo envolvendo 3.380 pacientes
acompanhados no Estudo Cooperativo da Doenca Falciforme (CSSCD). O modelo
de rede calcula o risco de morte dentro de cinco anos e considera este risco como
um escore de gravidade da doenca, que varia de 0 (menos grave) a 1 (mais grave).
O valor preditivo (ou seja, a precisao da previsdo de morte com base em um perfil
clinico e laboratorial) do modelo foi validado em dois conjuntos independentes de
pacientes e mostrou alta especificidade e sensibilidade (SEBASTIANI et al., 2007).
Os escores de gravidade calculados para este estudo incluiu as variaveis
exigidas pela calculadora: idade, sindrome toracica aguda (STA), niveis de
bilirrubina total, transfusdo de sangue, niveis de lactato desidrogenase (LDH),
volume corpuscular médio (VCM), crises de dor, priapismo, reticulécitos absoluto,
género, acidente vascular encefélico (AVE), leucécitos totais, gendtipo da doenca
falciforme e necrose avascular 6ssea. Dois parametros exigidos pela calculadora,
sepse e pressao arterial sistolica, ndo foram utilizados nesse estudo porque esses

dados ndo estavam disponiveis nos prontuérios médicos.
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4. RESULTADOS

4.1 GENOTIPOS DA DOENCA FALCIFORME E CARACTERIZACAO DO GRUPO
DE ESTUDO

A caracterizagao do genotipo da DF envolveu a analise de 520 pessoas com
DF. Foram avaliados 1040 alelos ndo aparentados e encontramos 433 pacientes
(83,3%) homozigotos para a Hb S, 60 (11,5%) com a dupla heterozigose Hb S e Hb
C, 17 (3,3%) com a interacdo Hb S/Beta talassemia e 10 (1,9%) com a dupla
heterozigose Hb S e Hb D.

As amostras que apresentaram a interacdo Hb S/Beta talassemia foram
submetidas a analises moleculares para a caracterizacdo da mutacdo que
corresponde ao alelo beta talassémico. Avaliamos as quatro mutacdes para beta
talassemia mais frequente no Brasil: IVS-I-6, IVS-I-110, IVS-I-1 e CD39. Apéds a
avaliacdo dos 17 Hb S/Beta talassémicos, encontramos quatro (23,5%) pacientes Hb
S/Beta com a mutacdo CD39, dois (11,8%) com a mutacdo IVS-I-6, dois (11,8%)
com a mutacdo IVS-I1-110 e nove alelos ndo apresentaram nenhuma das quatro
mutacbes e deverdo ser sequenciadas para a identificagdo do alelo beta
talassémico.

Apos a identificacdo dos genotipos da DF, separamos 0s pacientes em trés
grupos de idade (5 a 17 anos, 18 a 40 anos e maiores que 40 anos) para melhor
caracterizagdo demografica e clinica dos pacientes. Os limites de idade para cada
grupo foram estabelecidos de acordo com os resultados que geraram a “calculadora
de gravidade para a doenca falciforme” e que serdo discutidos no préximo item dos
resultados.

Na Tabela 1 € possivel observar que, independente da idade, do total de 520
pacientes, 212 (41,0%) pessoas faziam o uso de HU, 225 (43,3%) pacientes
estavam em regime transfusional sanguineo, 84 (16,2%) tiveram AVE, 293 (56,3%)
tiveram STA, 103 (19,8%) apresentavam Ulceras de perna, 45 (8,7%) tinham
necrose avascular 6ssea, 56 (11,0%) pacientes com complicacdes cardiacas e 118

(21,0%) com complicacdes renais. De 356 pacientes que foram avaliados pelo
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oftalmologista, 49 (14,0%) tiveram retinopatia proliferativa e do total de 236 homens,
46 (19,5%) tiveram episodios de priapismo.

Em relacdo as crises de dor, levantamos a quantidade de episodios de dor
por paciente durante o ano que antecedeu a data de coleta. Consideramos as crises
de dor naqueles pacientes que recorreram ao Hemorio e precisaram de cuidados
meédicos. Destacamos que 333 (64,0%) pacientes tiveram de 0 a 2 crises por ano,
135 (26,0%) tiveram de 3 a 5 crises de dor e 52 (10,0%) tiveram = 6 crises por ano.

O numero de internacdes hospitalares também foi categorizado e,
independente da idade, 467 (89,8%) foram internados de 0 a 2 vezes por ano,
também, durante o ano que antecedeu a data de coleta. Além disso, 44 (8,5%)
pacientes ficaram internados de 3 a 5 vezes e 9 (1,7%) ficaram internados seis ou
mais vezes durante um ano.

Quando comparados entre os grupos de idade, a quantidade de pacientes
do género masculino foi menos frequente nos pacientes acima de 40 anos de idade
do que os grupos de 5 a 17 anos e de 18 a 40 anos. O aumento da frequéncia de
pacientes com retinopatia, Ulceras de pernas, osteonecrose, complicacfes cardiacas
e complicacdes renais acompanhou o aumento da idade, sendo que, os pacientes
com idade >40 anos apresentaram maior frequéncia desses eventos quando

comparados com o0s outros dois grupos de idade.
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Tabela 1. Dados demogréficos e clinicos das pessoas com DF separados de acordo com 0s

grupos de idade

Grupos de Idade

Caracteristicas 5_17 anos 18- 40 anos > 40 anos Valor de p
(n=197) (n=231) (n=92)

Idade [média + DP] 12,4 + 3,32 26,7 +6,8° 48,6 + 6,4° p<0,001
Género Masculino [n (%)] 112 (56,8%)? 96 (41,6%)? 28 (30,4%)P p=0,02
Género Feminino [n (%)] 85 (43,2%) 135 (58,4%) 64 (69,6%) p=0,05
Genétipos da DF
Hb SS [n (%)] 163 (82,7%) 184 (79,7%) 71 (77,2%) p=0,92
Hb SC [n (%)] 23 (11,7%) 25 (10,8%) 15 (16,3%) p=0,48
Hb SD [n (%)] 05 (2,5%) 06 (2,6%) 01(1,1%) -
Hb S/Beta talassemia [n (%0)] 06 (3,1%) 06 (2,6%) 05 (5,4%) -
Regime transfusional [n (%)] 86 (43,6%) 104 (45,0%) 35 (38,1%) p=0,76
Uso de Hidroxiureia [n (%)] 83 (42,1%) 83 (35,9%) 46 (50,0%) p=0,31
Complicag@es clinicas da DF
AVE [n (%)] 39 (19,8%) 34 (14,7%) 11 (12,0%) p=0,17
Retinopatia [n/total avaliado (%)] 11/144 (7,6%)*  18/144 (12,5%)2  20/68 (29,4%)" p=0,01
STA [n (%)] 110 (55,8%) 143 (61,9%) 40 (43,5%) p=0,26
Priapismo [n/total masc. (%)] 14/112 (12,5%) 27/96 (28,1%) 5/28 (17,8%) p=0,06
Ulceras de perna [n (%)] 5 (2,5%)? 54 (23,4%)P 44 (47,8%)° p<0,001
Osteonecrose [n (%)] 3 (1,5%)? 19 (8,2%)° 23 (25,0%)° p<0,001
Complicacdes cardiacas [n (%)] 5 (2,5%) 26 (11,2%)° 25 (27,2%)° p<0,001
Complicacdes renais [n (%)] 12 (6,1%)? 65 (28,1%)° 41 (44,6%)° p<0,001
Crises de dor (crises/ano por paciente no Ultimo ano)
0 a 2 episadios [n (%)] 134 (68,0%) 142 (61,5%) 57 (62,0%) p=0,89
3 a 5 episadios [n (%)] 50 (25,4%) 60 (26,0%) 25 (27,2%) p=0,88
= a 6 episodios [n (%)] 13 (6,6%) 29 (12,6%) 10 (11,0%) p=0,11
Internacdes (namero de internagdes/ano por paciente no ultimo ano)
0 a 2 internagdes [n (%)] 176 (89,3%) 208 (90,1%) 83 (90,2%) p=0,80
3 a 5 internagdes [n (%)] 18 (9,1%) 19 (8,2%) 7 (7,6%) p=0,92
= a 6 internagdes [n (%)] 3 (1,5%) 4 (1,7%) 2(2,2%) @ -

Para as complicagBes cardiacas foram consideradas: cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) e insuficiéncia cardiaca aguda (ICA). Para complicacbes renais foram considerados: albuminuria,
hematuria e proteindria. AVE: acidente vascular encefélico, STA: sindrome toracica aguda.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica
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4.2 CLASSIFICACAO DOS FENOTIPOS DE ACORDO COM A CALCULADORA
DE GRAVIDADE DA DOENCA FALCIFORME

Antes da classificacdo de gravidade da doencga, realizamos varias
comparacdes para verificar se a calculadora de gravidade € indicada para o grupo
de pacientes brasileiros. Analisamos a relacdo dos escores de gravidade com os
grupos de idade, que a calculadora preconiza, genétipos da DF, HU e as faixas de
escores que resultam na classificacdo de fenétipos,

Inicialmente, avaliamos a influéncia da HU em 500 pacientes com a DF
separados em trés grupos de idade (5 a 17 anos, 18 a 40 anos e acima de 40 anos).
Compilamos os dados hematolégicos, bioquimicos, clinicos e escores de gravidade;
cujos resultados das comparacdes podem ser verificados na Tabela 2.

Em todos os grupos de idade, as diferencas encontradas foram no aumento
do volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de Hb F nos pacientes que
faziam o uso de HU (p<0,05). Além disso, nesse mesmo grupo observamos
diminuicdo da quantidade de leucécitos e dos niveis de bilirrubina total (p<0,05).

Nos grupos de 5 a 17 anos e 18 a 40 anos de idade, os pacientes em uso de
HU apresentaram maior ocorréncia de STA, maior frequéncia de pacientes em
regime transfusional, maior quantidade de pacientes do género masculino com
priapismo e maior nimero de pacientes com seis ou mais crises de dor (p<0,05).

Por esse tipo de analise ndo encontramos diferenca significativa nos valores
médios dos escores de gravidade entre os pacientes que faziam ou néo o uso de HU
(p>0,05). Portanto, para verificar se realmente a HU interferiu nos escores de
gravidade, avaliamos o0s escores de 72 pacientes randomizados (aderentes e
respondedores ao uso de HU) antes e ap6s o uso de HU e, pelo teste t pareado
verificamos diminuicdo estatisticamente significante dos escores de gravidade
[escores antes do uso de HU (0,641 + 0,194) e escores apds o uso de HU (0,601 +
0,223), p=0,02].
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Uma vez que nao foi encontrada diferenca entre os valores médios dos
escores de gravidade para os pacientes que faziam ou n&do o uso de HU, avaliamos
a distribuicdo desses escores nos trés grupos de idade (Figura 16). Os histogramas
demonstraram que 90,8% dos pacientes, do grupo maior do que 40 anos de idade,
apresentaram escores acima de 0,5. No grupo entre 18 a 40 anos de idade, 60,8%
dos pacientes apresentaram escores acima de 0,5 e no grupo entre 5 a 17 anos de

idade apenas 13,2%.

Idade entre 5 a 17 anos (n=190) Idade entre 18 a 40 anos (n=222)
40% ¢ 40%
36% t 36% r
32% | 31.1% 32%

29% r
25% r
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% |
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///////// C 0%
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Figura 16. Distribuicdo dos escores de gravidade dos pacientes com DF. Os histogramas
mostram a distribuicdo dos escores nas trés grupos de idade. A frequéncia de pacientes com escores
mais graves foi observada no grupo com idade maior do que 40 anos, seguido pelo grupo de 18 a 40
anos e por ultimo no grupo de 5 a 17 anos.

Outra demonstracdo do comportamento dos escores de gravidade nos
diferentes grupos de idade, separados pelo uso de HU, estdo representados na
Figura 17-A. E possivel observar que os valores médios dos escores n&o
diferenciaram estatisticamente (ver Tabela 1) entre os pacientes que estavam ou

ndo em uso de HU. Porém, quando retiramos a variavel HU e comparamos 0s
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escores entre as idades, os pacientes com idade > 40 anos tiveram maior média de
escore (0,778 £ 0,177), seguido por pacientes com idade entre 18 a 40 anos (0,562
+ 0,152) e, com a menor média, 0s pacientes entre 5 a 17 anos (0,322 + 0,145) (p <
0,0001).

Como foi descrito na casuistica, a validagao da calculadora de gravidade da
DF envolveu somente pacientes com dois diferentes genotipos, portanto, quando
separamos 0s genotipos e avaliamos o0s escores de gravidade, a média dos escores

foi maior no grupo Hb SS do que no grupo Hb SC (p < 0,001) (Figura 17-B).
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Figura 17. Distribuicdo dos escores de gravidade em diferentes grupos (idade, hidroxiureia e
gendtipos da DF). A) Distribuicdo dos escores de gravidade em pacientes com DF separados por
grupos de idade com e sem o uso de hidroxiureia. B) A média dos escores no grupo Hb SS (n=440)
de 0,501 + 0,218 foi aproximadamente 1,3 vezes maior do que no grupo Hb SC (n=60) 0,395 + 0,223
(p <0,001). -HU (Pacientes sem o uso de HU); +HU (Pacientes em uso de HU).

De acordo com as observactes da distribuicdo dos escores nos histogramas
da Figura 16 e com as faixas de escores propostos pelo estudo de Sebastiani e
colaboradores (2010), definiu-se as faixas para a caracterizacdo dos fenotipos em
leve, intermediario e grave que podem ser visualizados na Figura 18. AplOs essa
determinacao de faixas de escore, classificamos os pacientes e verificamos que 180
(36,0%) pacientes apresentavam fendtipo intermediario, 170 (34,0%) o fendétipo leve
e 150 (30,0%) o fendtipo grave.
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Pacientes > 40 anos de idade
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Figura 18. Critérios de classificacdo fenotipica da doenca falciforme. Para o fenétipo “grave”
foram considerados os escores > 0,8 para pacientes com idades acima de 40 anos e escores = 0,6
para pacientes com idades < 40 anos. Para o fenétipo “leve” foram considerados os escores < 0,4
para todos os pacientes, independente da idade. Os escores que ndo corresponderam aos fenoétipos
“grave” e “leve” foram classificados como feno6tipo “intermediério”.

Em cada grupo de idade, verificamos as frequéncias de fenoétipos e, nos
pacientes entre 5 a 17 anos, o fenétipo leve (75,3%) foi o mais frequente, seguido
pelo fendtipo intermediario (18,9%) e menos frequente o fendtipo grave (5,8%). Nos
pacientes entre 18 a 40 anos, o fenétipo intermediario foi 0 mais frequente (48,6%),
seguido pelo fenétipo grave (40,1%) e menos frequente o fendtipo leve (11,3%). Em
pacientes maiores que 40 anos, o fendtipo grave foi o mais frequente (56,8%),
seguido pelo fendtipo intermediario (41,0%) e o menos frequente o fendtipo leve
(2,0%). Essas observagbes de gravidade foram consistentes com os dados
apresentados na Tabela 3 em que ha uma tendéncia no aumento de algumas
complicacbes da doenca (Ulceras de perna, necrose avascular e complicacoes
cardiacas) com o aumento da idade. Além disso, a ocorréncia de priapismo em
homens e o numero de crise de dor foram menores em individuos entre 5 a 17 anos,
em comparagdo com 0s outros grupos de idade.

Outra forma de validar a calculadora de gravidade foi avaliar a associacéo
das complicacbes da DF com as classes de fenétipos. Na Tabela 4 verificamos a
associacao do fenotipo grave com AVE, Ulceras de perna, complicagfes cardiacas e
transfusdo de sangue. Crises de dor de 3 a 5 por ano e osteonecrose foram mais
frequentes em fenotipos intermediarios e graves quando comparadas com o fenétipo

leve.
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Tabela 3. Complicacdes da DF separadas de acordo com os grupos de idade.

Grupos de idade

Complicacbes da DF 5-17 anos 18 - 40 anos > 40 anos p
(n=190) (n=222) (n=88)

AVE 38 (20,0%) 34 (15,3%) 11 (13,2%) 0,23

Ulceras de perna 5 (2,6%)2 52 (23,4%)P 44 (50,0%)° <0,001
Osteonecrose 3 (1,6%)? 19 (8,6%)° 23 (26,5%)° <0,001
STA 106 (55,8%) 142 (63,9%) 39 (44,3%) 0,107
Complicagdes cardiacas 5 (2,6%)2 25 (11,3%)° 24 (27,3%)° <0,001
Priapismo [n/total homem] 14/108 (12,9%)®  26/93 (27,9%)°  5/26 (19,2%)° 0,025
Regime transfusional 84 (44,2%) 100 (45,1%) 35 (39,8%) 0,065
*Crises de dor [0 — 2] 82 (43,2%)? 134 (60,4%)° 54 (61,4%)° <0,001
*Crises de dor [3 - 5] 24 (12,6%)2 59 (26,6%)" 24 (27,3%)° <0,001
*Crises de dor [ = 6] 7 (3,7%)2 29 (13,1)° 10 (11,4%)° 0,003

*Numero de crises de dor por pessoa no ano que antecedeu a coleta das amostras.

AVE: acidente vascular encefélico, STA: sindrome toracica aguda.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica

Tabela 4. Complicacdes da DF separadas de acordo com os fenétipos caracterizados pelas

faixas de escores de gravidade

Fendtipos
Complica¢Ges da DF Leve Intermediario Grave p
(n=170) (n=180) (n=150)
AVE 21 (12,4%)? 25 (13,9%)? 37 (24,7%)° <0,01
Ulceras de perna 9 (5,3%)? 43 (23,9%)P 49 (32,7%)° <0,001
Osteonecrose 4 (2,3%)? 23 (12,8%)° 18 (12,0%)° 0,002
STA 97 (57,1%) 94 (52,2%) 95 (63,3%) 0,067
Complicacdes cardiacas 6 (3,5%)? 21 (11,7%)° 27 (18,0%)° 0,006
Priapismo [n/total homem] 11/88 (12,5%)  23/83 (27,7%)  11/54 (20,4%) 0,081
Regime transfusional 59 (34,7%)? 60 (33,3%)? 100 (66,7%)° <0,001
*Crises de dor [0 — 2] 117 (68,8%) 119 (66,1%) 83 (55,3%) 0,241
*Crises de dor [3 — 5] 40 (23,5%)? 48 (26,7%)° 41 (27,3%)° 0,001
*Crises de dor [ 2 6] 13 (7,7%)? 13 (7,2)2 26 (17,3%)° 0,122

*NUmero de crises de dor por pessoa no Ultimo ano que antecedeu a coleta das amostras.

AVE: acidente vascular encefalico, STA: sindrome toracica aguda.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica
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Avaliamos a relacdo dos escores de gravidade com os marcadores
bioquimicos, utilizados pela calculadora, e também a concentracdo de Hb S e de Hb
F para verificar se havia correlagdo entre essas variaveis. Assim, o grau de relacédo
entre escores e hemoglobina (p = 0,004, r = -0,20), escores e hematdcrito (p =
0,001, r =-0,21), escores e leucocitos (p = 0,02, r = 0,10), escores e reticulocitos (p =
0,009, r = 0,11) foram estatisticamente significativas. Como néo existe validacédo da
calculadora de gravidade para pacientes menores de 18 anos, fizemos outras
analises de correlacdo e removemos 0 grupo entre 5 a 17 anos. Os resultados de

correlag@es significativas foram: escores de gravidade e hemoglobina (p <0,001, r = -

0,32), escores e hematdcrito (p < 0,001, r = -0,33), escores e leucécitos (p = 0,03, r

0,26), escores e reticulécitos (p <0,001, r = 0,27), escores e LDH (p < 0,001, r
0,28). Estes resultados mostram que quando os valores de LDH, leucécitos e
reticul6citos aumentam os valores de escores de gravidade tendem a aumentar, e
guando os valores de hemoglobina e hematécrito diminuem os valores de escores
de gravidade tendem a aumentar. Além disso, analisamos o grau de correlacdo nas
classes de fenotipo sem o grupo entre 5 a 17 anos e verificamos que quando 0s
valores de hemoglobina e hematdcrito diminuem os valores de escores de gravidade
tendem a aumentar, e quando os valores de leucdcitos, reticuldcitos, LDH, bilirrubina
total e Hb S aumentam os valores de escore de gravidade tendem a aumentar. Os
resultados estéo ilustrados na Figura 19.

Os resultados desse item originaram o artigo “Severity of Brazilian sickle cell
disease patients: severity scores and validation of Bayesian Network Model” que foi

submetido a British Journal of Haematology conforme consta no Apéndice C.
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4.3 POLIMORFISMOS ENVOLVIDOS NOS PROCESSOS INFLAMATORIOS, NA
SINTESE DO OXIDO NITRICO E ESTRESSE OXIDATIVO DA DOENCA
FALCIFORME

Os polimorfismos nos genes TNFA, TGFB1, NOS3, GSTP1, GSTM1 e
GSTT1 foram avaliados em 520 pacientes do grupo de estudo. Para o polimorfismo -
308G/A no gene TNFA, seis (1,1%) individuos apresentaram o alelo mutante em
homozigose (AA), 95 (18,3%) foram heterozigotos para a mutacao investigada (GA)
e 419 (80,6%) apresentaram gendtipo normal (GG). O polimorfismo -509C/T no gene
TGFBL1 esteve presente em 50 (9,6%) individuos, em homozigose (TT), 199 (38,3%),
em heterozigose (CT) e 271 (52,1%) pacientes apresentaram o genétipo normal
(CC). Para o polimorfismo 313A/G no gene GSTP1l, 82 (15,8%) pacientes
apresentaram o genoétipo mutante em homozigose (GG), 185 (35,6%) individuos
foram heterozigotos para a mutacdo (AG) e 253 (48,6%) apresentaram o gendtipo
normal (AA). O polimorfismo -786T/C no gene NOS3 esteve em homozigose
mutante (CC) para 21 (4,0%) dos pacientes, 188 (36,2%) pacientes em heterozigose
(CT) e 311 (59,8%) individuos foram homozigotos normais (TT). A Tabela 5 detalha
essas frequéncias genotipicas.

Para os polimorfismos nos genes GSTT1l e GSTM1, encontramos 239
(46,0%) pacientes com o0 genotipo GSTM1/GSTT1 (presenca dos alelos para
GSTM1 e GSTT1), 121 (23,3%) individuos com o genotipo GSTT1/GSTT1 (presenca
do alelo para GSTT1 e auséncia do alelo para GSTM1), 102 (19,6%) pacientes com
0 gendtipo GSTM1/GSTM1 (presenca do alelo para GSTM1 e auséncia do alelo
para GSTT1) e 58 (11,1%) individuos NULO/NULO (auséncia dos alelos para
GSTM1 e GSTT1). Os portadores nulos para GSTM1 foram representados pela
soma dos genoétipos GSTT1/GSTT1 mais os individuos NULO/NULO, entdo para
esse grupo foram encontrados 179 (34,4%) individuos; para os individuos nulos para
GSTT1 somamos o gendtipo GSM1/GSM1 mais o gendtipo NULO/NULO, dessa

forma foram encontrados 160 (30,8%) individuos (Tabela 6).
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Tabela 5. Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos -308G/A (TNFA), -509C/T
(TGFB1), 313A/G (GSTP1) e -786T/C (NOS3) nos pacientes com doenca falciforme

Polimorfismo Gendétipo Frequéncia genotipica Frequéncia alélica

TNEA GG (n=419) 80,6%
G =0,89

(-308G/A) GA (n=95) 18,3%
A=0,11

n=520 AA (n=06) 1,1%

TGFB1 CC (n=271) 52,1%
Cc=0,71

(-509C/T) CT (n=199) 38,3%
T=0,29

n=520 TT (n=50) 9,6%

GSTP1 AA (n=253) 48,6%
A =0,66

(313A/G) AG (n=185) 35,6%
G=0,34

n=520 GG (n=82) 15,8%

NOS3 TT (n=311) 59,8%
A=0,78

(-786T/C) CT (n=188) 36,2%
G =0,22

n=520 CC (n=21) 4,0%

TNFA-GG, TGFB1-CC, GSTP-AA e NOS3-TT: homozigoto normal. TNFA-AA, TGFB1-TT, GSTP-GG
e NOS3-CC: homozigotos mutantes. Alelos selvagens: TNFA-G, TGFB1-C, GSTP1-A e NOS3-A.
Alelos mutantes: TNFA-A, TGFB1-T, GSTP1-G e NOS3-G

Tabela 6. Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 nos
pacientes com doenca falciforme

Genotipos n (%) Polimorfismo n (%)
GSTM1/GSTT1 239 (46,0%) nulo para GSTM1 179 (34,4%)
GSTTL/GSTT1 121 (23,3%) CSTML selvagem para GSTM1 341 (65,6%)
GSTM1/GSTM1 102 (19,2%) nulo para GSTT1 160 (30,8%)

NULO/NULO 58 (11,1%) esTT selvagem para GSTT1 360 (69,2%)

Gendtipo GSTM1/GSTML1: presenca do alelo para GSTM1 e auséncia do alelo para GSTT1; genétipo
GSTT1/GSTTL1: presenca do alelo para GSTT1 e auséncia do alelo para GSTM1; gendétipo
GSTM1/GSTTL1: presenca dos alelos para GSTM1 e GSTT1 e geno6tipo NULO/NULO auséncia dos
alelos para GSTM1 e GSTT1)

Como o objetivo de verificar a associacdo entre os polimorfismos
investigados e as manifestacdes clinicas nos pacientes com DF, os parametros
foram comparados por odds ratio. As ocorréncias de Ulceras de perna, osteonecrose
e retinopatia, foram avaliadas em pacientes acima de 15 anos de idade para
evitarmos vieses de associacdo uma vez que, por serem complicacdes crbnicas, se

evidenciam em idades mais tardias (Tabelas 8 e 9).
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Para os polimorfismos nos genes GSTM1 e GSTT1, a Unica associacao foi
para a nulidade para o polimorfismo GSTM1 em que 0s pacientes portadores desse
polimorfismo apresentaram chance aumentada de 2,03 vezes para a ocorréncia de
priapismo (p=0,04).

O polimorfismo -509C/T no gene TGFB1l apresentou-se como fator de
protecdo para a ocorréncia de retinopatia e priapismo (OR < 1). A probabilidade de
ocorréncia de retinopatia € 33% menor nos portadores do polimorfismo comparada
com pacientes sem a mutacao (OR: 0,33 IC: 0,15 - 0,72). A ocorréncia de priapismo
em homens € 49% menor naqueles portadores do polimorfismo em questdo (OR:
0,49 1C: 0,25 - 0,97).

Para o polimorfismo -786T/C no gene NOSS3, verificamos que a presenca
desse polimorfismo diminui 69% a probabilidade de ocorréncia de STA (OR: 0,69 IC:
0,48 - 0,98) e 60% a probabilidade de desenvolvimento de Ulceras de perna (OR:
0,60 IC: 0,37 - 0,98).

Tabela 8. Chance de desenvolvimento das manifestagBes clinicas para os pacientes com
DF portadores dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1.

GSTM1 (nulo x selvagem) GSTT1 (nulo x selvagem)

Complicagdes clinicas

OR p IC 95% OR p IC 95%
AVE 0,78 040 0,46-1,29 089 0,75 053-1,49
Retinopatia 1,13 0,86 0,56 — 2,24 1,28 0,62 0,62 -2,66
STA 1,17 0,45 0,80 -1,69 1,01 0,97 0,69-1,47
Priapismo 2,03 0,04 1,05-3,92 1,08 095 0,54-2,16
Ulceras de perna 1,07 0,87 0,66 —1,73 093 0,88 0,56-1,54
Osteonecrose 1,23 0,65 0,63 -2,37 156 0,26 0,79-3,10
Complicac@es cardiacas 1,38 0,32 0,78 — 2,44 0,73 041 0,38-1,38
Complicag¢des renais 0,79 0,36 0,51-1,24 1,09 0,76 0,70-1,70
Transfusdes 1,23 0,29 0,85-1,78 0,79 0,26 0,53-1,15
Crises de dor 1,27 0,23 0,87 -1,85 094 083 0,63-1,38

AVE: Acidente Vascular Encefalico; STA: Sindrome Toracica Aguda. Complicagcdes cardiacas:
cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e insuficiéncia cardiaca aguda (ICA).
Complicagbes renais: albuminuria, hematiria e proteindria. Crises de dor: = 3 crises de dor por
paciente por ano no ano antecedente a coleta. OR: Odds Ratio. IC: Intervalo de Confianca.
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Uma vez que caracterizamos os pacientes de acordo com o fendtipo de
gravidade da DF, verificamos a influéncia dos polimorfismos nas classes de
fenétipos com todos os DF sem separarmos 0s pacientes em grupos de idade e uso
de HU. A diferenca estatistica encontrada foi nos genétipos do polimorfismo -509C/T
do gene TGFB1, em que o gendtipo heterozigoto (CT) e os heterozigotos mais
homozigotos mutantes (CT+TT) foram menos frequentes no fendtipo intermediario; e
o homozigoto normal (CC) foi mais frequente na classe de fendtipo intermediario

guando comparado com os outros fenétipos (Tabela 10).

Tabela 10. Frequéncia genotipica dos polimorfismos nas diferentes classes de
fenotipos da DF.

Classes de fenétipos

Polimorfismos Leve Intermediario Grave
(n=179) (n=184) (n=157) Valor de p
-308G/A no gene TNFA
GG 146 (81,6%) 144 (78,3%) 129 (82,2%) 0,607
GA 30 (16,7%) 40 (21,7%) 25 (15,9%) 0,311
AA 03 (1,7%) 0 (0%) 3 (1,9%) 0,186
GA+AA 33 (18,4%) 40 (21,7%) 28 (17,8%) 0,607
-509C/T no gene TGFB1
CC 83 (46,4%)? 110 (59,8%)° 78 (49,7%)? 0,029
CT 80 (44,7%)? 54 (29,3%)P° 65 (41,4%)? 0,006
TT 16 (8,9%) 20 (10,9%) 14 (8,9%) 0,772
CT+AA 96 (53,6%) 74 (40,2%)P 79 (50,3%)? 0,029
313A/G no gene GSTP1
AA 87 (48,6%) 86 (46,7%) 80 (51,0%) 0,739
AG 59 (33,0%) 70 (38,0%) 56 (35,7%) 0,599
GG 33 (18,4%) 28 (15,2%) 21 (13,4%) 0,432
AG+GG 92 (51,4%) 98 (53,3%) 77 (49,0%) 0,739
-786T/C no gene NOS3
TT 109 (60,9%) 102 (55,4%) 100 (63,7%) 0,281
CT 65 (36,3%) 74 (40,2%) 50 (31,8%) 0,277
CcC 05 (2,8%) 08 (4,3%) 7 (4,5%) 0,663
CT+CC 70 (39,1%) 82 (44,6%) 57 (36,3%) 0,281
Polimorfismo no gene GSTT1
Nulo para GSTT1 59 (33,0%) 57 (31,0%) 44 (28,0%) 0.618
Selvagem GSTT1 120 (67,0%) 127 (69,0%) 113 (72,0%)
Polimorfismo no gene GSTM1
Nulo para GSTM1 57 (31,8%) 73 (39,7%) 49 (31,2%) 0.171
Selvagem GSTM1 122 (68,2%) 111 (60,3%) 108 (68,8%)

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (ATIVIDADE DAS ENZIMAS
CATALASE, GPX, GST, GR) E O DANO OXIDATIVO (TBARS)

Inicialmente, verificamos se as faixas de idade (5-17 anos, 18-40 anos e >
40 anos) e o género influenciariam nos valores obtidos para os marcadores da
capacidade antioxidante e de dano oxidativo. Para isso, utilizamos o teste ANOVA
fatorial confrontando os valores de cada marcador bioquimico com as variaveis:
idade e género. Nem a idade (p=0,51) e nem o género (p=0,29) influenciaram nos
valores de TBARS. Para a atividade da catalase o grupo de 5 a 17 anos apresentou
maior atividade do que o grupo de 18 a 40 anos e > 40 anos de idade (p=0,008),
porém o género néo interferiu na atividade da catalase (p=0,82). A menor atividade
da GST foi encontrada no grupo de 5 a 17 anos comparado com 0s outros grupos de
idade (p<0,001) e o género nédo teve influéncia nos valores de GST (p=0,49). A
atividade da Gpx foi maior no género feminino comparado com o género masculino
(p=0,02) e ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos de idade (p=0,07). No
grupo de 5 a 17 anos, a atividade da GR foi maior quando comparado com 0s outros
grupos (p=0,02) e entre os géneros nao foi encontrado diferenca estatistica (p=0,21).

Apoés a analise da idade e do género, separamos o0 grupo de DF de acordo
com o genotipo da doenca e a estatistica descritiva das atividades enzimaticas e dos
valores de TBARS, estdo demonstradas na Tabela 11 pela média e erro padrao.
Além da analise descritiva, avaliamos se os genoétipos da DF tiveram influéncia nos
valores encontrados, assim como, se 0s marcadores da capacidade antioxidante e
de dano de membrana lipidica diferiram do grupo sem hemoglobinopatias.

No grupo Hb SS, a atividade da catalase, da GR e da GPx, apresentaram
menor atividade de 1,8 vezes, 3,5 vezes e 1,9 vezes, respectivamente, do que o
grupo de referéncia (p<0,01). No grupo Hb SC, a reducéo da atividade da catalase,
GR e GPx foi de 1,5 vezes, 3,6 vezes e 1,8 vezes, respectivamente, quando
comparado ao grupo de referéncia (p<0,01). Para os Hb SD, a reducéo da atividade
foi de 1,9 vezes, 2,3 vezes e 2,1 vezes para a catalase, GR e GPx, respectivamente
(p<0,01). No grupo Hb S/Beta, a atividade das enzimas, na mesma ordem, foi de 1,7

vezes, 2,7 vezes e 1,9 vezes menores do que o grupo de referéncia (p<0,01).
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A atividade da GST no grupo Hb SS, Hb SC, Hb SD e HB S/Beta, foram,
respectivamente, 1,4 vezes, 1,3 vezes, 1,31 vezes, 1,33 vezes, maiores do que no
grupo de referéncia (p<0,01).

Entre os gendtipos da DF a atividade média da catalase nos pacientes Hb
SS foi menor do que no grupo Hb SC (p<0,001) e a atividade da GR no grupo Hb SD
foi 1,7 vezes maior do que no grupo Hb SS (p<0,05).

O marcador de peroxidagéo lipidica apresentou maiores concentracdes nos
pacientes com DF quando comparados com o grupo de referéncia (p<0,0001). Em
geral, os valores de TBARS no grupo de DF foram aproximadamente quatro vezes
maior do que no grupo sem alteracdes de hemoglobina. A Unica diferenca observada
entre os gendtipos da DF foi entre os Hb SS e Hb SC em que o valor de TBARS no
Hb SS foi de aproximadamente 1,2 vezes maior do que no grupo Hb SC (p<0,005).

Tabela 11 — Atividade das enzimas antioxidantes e valores de TBARS separadas de acordo
com o gendtipo DF.

marcadores de estresse oxidativo

Grupos  Catalase (U/L) GR (UIL) GPx (UL)  GST(UL)  TBARS (ng/mL)
(X & EP) (X + EP) (X + EP) (X & EP) (X & EP)

. f‘j’)s) 3926,1+75,7°  0,77+0,02*"  102+0,03% 0940022 2708+ 110%™

(nS:(5:7) 4632,5+293,9*°  081+006°  1,11+007% 089+0,06% 2201 + 4253

(nS=[1)0) 4222,7+525,9: 131%031>" 097£0122 087£0,14° 2446 3712
S/(E:]itfsga' 43052+4755°  102+0,15%  1,0£012% 0880122 2577 +536°
R?;e:rleg‘o‘;'a 6882,3+148,3"  1,64+003° 122005  0,66+0,11" 549 + 50°

valor p p<0,0001 p<0,0001 p=0,0009 p<0,0001 p<0,0001

EP: erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase, GST: glutationa S-transferase.
TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico.

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

*Diferenca da atividade da catalase entre os grupos Hb SS e Hb SC.

**Diferenca da atividade da glutationa redutase entre os grupos Hb SS e Hb SD.

*** Diferenca na concentracdo de TBARS entre os grupos Hb SS e Hb SC.

Apoés a observacdo dos marcadores bioguimicos entre os genoétipos da DF,
avaliamos o comportamento enzimatico e os valores de TBARS sob a influéncia dos
polimorfismos rastreados nesse estudo. As comparacdes foram realizadas
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separando 0s homozigotos normais contra 0s heterozigotos e homozigotos
mutantes, os dados estdo demonstrados nas Tabelas 12 e 13.

A atividade da catalase no gendétipo nulo para o gene GSTM1 foi de,
aproximadamente, 11,4% menor do que o gendtipo selvagem (p=0,02). Ainda no
genotipo nulo, a atividade da GR foi de, aproximadamente, 11,6% maior do que o
genotipo normal (p=0,03).

Para o genotipo nulo do gene GSTT1, a atividade da GR foi de,

aproximadamente, 12,5% maior do que o gendétipo selvagem (p=0,01).

Tabela 12 — Atividade das enzimas antioxidantes e valores de TBARS separadas de acordo
com os polimorfismos GSTM1 e GSTT1.

Polimorfismos

marcadores GSTM1 GSTT1
bioguimicos GSTM1 GSTM1 valor GSTT1 GSTT1 Valor
Selvagem Nulo p Selvagem Nulo p
(X + DP) (X + DP) (X +DP) (X + DP)
C"’Eba/'f‘)se 4000,8 + 1577,3 4079,1+1772,4 0,19 39557 +1649,8 4189,5+1631,2 0,32
GR (U/L) 0,76 + 0,49 0,86 + 0,49 0,03 0,77 + 0,50 0,88 + 0,47 0,01
GPx (UIL) 0,99 + 0,58 1,09 + 0,81 0,29 1,03 + 0,69 1,02 + 0,61 0,96
GST (UIL) 0,96 + 0,50 0,85 + 0,51 0,02 0,94 + 0,50 0,90 + 0,52 0,39
(Tnz’;ss 2732 + 2498 2497 +1996 0,17 2573 + 2304 2825 + 2410 0,32

DP: desvio padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase, GST: glutationa S-
transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico.

As comparacfes enzimaticas, envolvendo o polimorfismo no gene TNFA,
demonstraram que a atividade da catalase foi 15% maior no grupo heterozigoto e
homozigotos mutantes quando comparados com o grupo homozigoto normal
(p<0,01).

A presenca do polimorfismo no gene da GSTP1 influenciou na atividade da
GPx e GST, em que a atividade dessas enzimas foram, aproximadamente, 11% e
19%, respectivamente, menores do que nos pacientes sem a mutacdo (p<0,01).
Além disso, a atividade da GR foi 11% maior nos pacientes com a mutacédo do que

aqueles que apresentaram o gendtipo normal (p<0,01).
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Também avaliamos o perfil de marcadores antioxidantes e a peroxidacao
lipidica entre os fenétipos de gravidade da DF. Verificamos que no fenoétipo leve, a
atividade da catalase foi maior do que nos fenétipos intermediario e grave (p=0,01).
Ainda no fenoétipo leve foi possivel observar o aumento da atividade da GR,
comparada ao fenotipo grave (p=0,04), e menor atividade da GST comparada com

os outros fenotipos (p<0,01) (Tabela 14).

Tabela 14 — Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes e dos valores de TBARS
nos diferentes fenétipos de gravidade da DF.

Fenotipos
Marcadores Leve Intermediario Grave valor p
(n=167) (n=173) (n=149)

Catalase (U/L) 4327,8 £ 122,32 3865,5 + 121,7° 3883,8 + 141,9° 0,01
GR (U/L) 0,86 £ 0,12 0,78 £ 0,1° 0,73 £0,1¢ 0,04
GPx (U/L) 1,05+0,1 0,98+0,1 1,05+ 0,01 0,58
GST (U/L) 0,79 £ 0,12 1,01 +0,1b 0,98 +0,1° <0,01

TBARS (ng/mL) 2447,1 + 175,6 2681,8 +170,8 2844.,4 + 205,5 0,31

Valores expressos em média * erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbiturico.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

O grau de relacédo, entre os escores de gravidade com cada marcador de
estresse oxidativo, foi avaliado para verificar se 0 aumento/diminuicdo dos niveis
de marcadores bioquimicos estavam relacionados com a piora/melhora no fenétipo
da doenca. Apés as analises, as correlacfes significativas foram observadas entre
0s escores de gravidade e catalase (p=0,001, r= -0,15), escores de gravidade e
GST (p<0,001, r= 0,21) e escores de gravidade e GR (p=0,005, r= -0,14). Apesar
dos valores de “r" serem baixos, a diminuicao da atividade da catalase e da GR,
foram relacionadas com o aumento da gravidade da doenca, e o0 aumento da

atividade da GST foi relacionada com o aumento da gravidade da doencga.
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4.5 RESPOSTA AO USO DE HIDROXIUREIA PERANTE OS MARCADORES
BIOQUIMICOS E LABORATORIAIS, FENOTIPO DA DOENCA E OS
POLIMORFISMOS GENETICOS AVALIADOS

Neste topico, todas as analises estatisticas a seguir foram utilizadas para
verificar o comportamento dos marcadores bioquimicos e laboratoriais perante o uso
de hidroxiureia associado a varias variaveis independentes.

Inicialmente, realizamos analises com o teste de Anova fatorial envolvendo
as variaveis dependentes (Catalase, GR, Gpx, GST e TBARS) e as variaveis
independentes (idade, gendtipo da DF, género e classes de fenoétipos). Cada
variavel dependente foi confrontada com o uso de HU e com mais outra variavel
independente, por exemplo, quando avaliamos se as varidveis HU e idade
causariam efeito nos valores de TBARS, foram gerados seis subgrupos (uso de HU
+ 5-17 anos, uso de HU + 18-40 anos, uso de HU + > 40 anos, sem HU + 5-17 anos,
sem HU + 18-40 anos, sem HU + >40 anos) e cada um deles foram comparado um
com o outro. Entdo, para cada variavel dependente, quando avaliada com a idade,
gendtipo da DF, género e classes de fenotipos, foram gerados, respectivamente,
seis, oito, quatro, seis, subcategorias.

Os resultados das interacbes entre as subcategorias e variaveis
dependentes, ndo mostraram comparacdo estatisticamente significativa. Diante
disso, avaliamos a influéncia da HU nos marcadores de estresse oxidativo e 0s
bioquimicos, utilizados pela calculadora de gravidade, obedecendo a heranca dos
polimorfismos genéticos. Separamos, para cada polimorfismo, um grupo de
pacientes homozigoto normal e outro grupo heterozigoto somando aos homozigotos
mutantes, e dentro desses grupos avaliamos os marcadores nos pacientes que
faziam ou ndo o uso de HU.

As analises dos marcadores bioquimicos dentro de cada genétipo do
polimorfismo no gene TNFA, com a influéncia da HU, estéo representadas na Tabela
15. Os valores de Hb F e do VCM, em ambos o0s gendtipos (GG e AG/AA),
mostraram maiores valores nos pacientes que faziam o uso de HU comparadas com
0s pacientes que nao usavam a HU (p<0,05). Entretanto, os pacientes, homozigotos
normais (GG) e que faziam o uso de HU, tiveram menores valores médios de lactato

desidrogenase, bilirrubina total e no numero total de leucécitos de,
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aproximadamente, 15%, 26% e 10%, respectivamente (p<0,05), quando

comparados com os pacientes que nao faziam o uso de HU.

Tabela 15 — Influéncia da hidroxiureia nos marcadores bioquimicos e hematologicos
associada ao polimorfismo -308G/A do gene TNFA.

TNFA
GG AG/AA

CIHU (n=160)  SMHU (n=236) “°"P  C/HU (n=38)  S/HU (n=56)

Marcadores

valor p

Catalase (U/mL) 3814,7 £118,7 3992,4 +106,3 0,27 4637,6 + 277,8 4331,7 + 258,3 0,43

GR (U/mL) 0,76 £0,1 0,78+0,1 0,64 0,91+0,1 0,83%0,1 0,45
GPx (U/mL) 1,06 +0,1 0,98+0,1 0,72 1,10+0,1 1,07+0,1 0,80
GST (U/mL) 0,92+0,1 0,97+0,1 0,33 0,79+0,1 0,89+0,1 0,33

TBARS (ng/mL) 2420 + 143 2617 + 129 0,31 2147 + 210 2794 + 255 0,13
Leucécitos (k/ul) 9,5+0,31 10,5+0,21 <0,001 9,1+0,81 10,3+ 0,60 0,24
Hb F (%) 9,36 + 0,57 5,11+0,30 <0,001 10,1+ 0,79 4,8 +0,61 <0,001

LDH (U/L) 881 + 34,3 1035 + 58,3 0,01 890 £ 69,5 1031 +101,1 0,56

BT (mg/dL) 2,65+0,15 3,57 +0,17 <0,001 2,79+£0,32 3,22 +£0,27 0,31
Reticul6citos (%) 8,84 £0,31 8,85+0,31 0,98 8,83 +£0,59 8,86 £ 0,65 0,96
VCM (fL) 96,2 +1,05 86,1+ 0,59 <0,001 96,8 + 2,27 85,6 +1,10 <0,001

Valores expressos em média + erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. LDH: lactato
desidrogenase. BT: bilirrubina total. VCM: volume corpuscular médio

Para o polimorfismo no gene TGFB1, em ambos 0s conjuntos de gendtipos,
os valores de Hb F e VCM foram maiores nos pacientes que faziam o uso de HU
comparados aos pacientes que ndo usavam a HU (p<0,001); e os valores de
bilirrubina total foram menores nesse mesmo grupo que faziam o uso de HU
(p<0,05). Ainda sobre esse polimorfismo, os pacientes com o genétipo homozigoto
normal para a mutagdo (CC) e que faziam o uso de HU, apresentaram menores
valores de, aproximadamente, 18% nos valores de TBARS e de 12,5% na contagem
de leucécitos, quando comparados com 0s pacientes com 0 mesmo genotipo, porém
sem o uso de HU (Tabela 16).
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Tabela 16 — Influéncia da hidroxiureia nos marcadores bioquimicos e hematologicos
associada ao polimorfismo -509C/T do gene TGFB1.

TGFB1

CTT
C/HU (n=101)  S/HU (n=132)

Marcadores cC
C/HU (n=97)  S/HU (n=160)

valor p valor p

Catalase (U/mL) 41149+161,6 40314 +113,2 0,66 3836,1 +154,5 4088,7 +172,3 0,37

GR (U/mL) 0,79+0,1 0,78+0,1 0,75 0,79 +0,1 0,81+0,1 0,87
GPx (U/mL) 0,95+0,1 1,08+0,1 0,20 1,05+0,1 1,06+0,1 0,49
GST (U/mL) 0,94+0,1 0,88+0,1 0,29 0,91+0,1 0,81+0,1 0,42

TBARS (ng/mL) 2228 + 183 2713 +159 0,04 2501 + 162 2575 + 176 0,75
Leucécitos (k/uL) 9,1+0,41 10,4+ 0,25 <0,001 9,2+0,70 10,4 +0,33 0,16
Hb F (%) 9,91+0,75 4,97 £ 0,37 <0,001 10,1 +£0,79 51+041 <0,001

LDH (U/L) 849 + 36,9 1033 + 83,0 0,09 914 +48,5 1037 +52,1 0,09

BT (mg/dL) 2,65+0,48 3,35+£0,17 0,01 2,70+£0,18 3,70+ 0,23 <0,001
Reticulécitos (%) 8,70 £ 0,39 8,72+0,37 0,96 8,90+ 0,40 9,01+0,43 0,94
VCM (fL) 98,3+1,35 85,3+0,74 <0,001 94,3+1,31 86,7 +0,73 <0,001

Valores expressos em meédia + erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. LDH: lactato
desidrogenase. BT: bilirrubina total. VCM: volume corpuscular médio

Os pacientes que faziam uso de HU, em ambos os gendtipos para o
polimorfismo no gene GSTP1, apresentaram valores médios de Hb F e do VCM
maiores do que 0s pacientes que ndo usavam a HU (p<0,05). Também foi
observado, em ambos 0s genotipos, menores valores de leucocitos e de bilirrubina
total nos pacientes que usavam a HU (p<0,05). Os pacientes homozigotos normais
para essa mutacdo e que faziam o uso de HU, tiveram valores de LDH menores do

gue os pacientes com 0 mesmo genoétipo, porém sem o uso de HU (p<0,05).
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Tabela 17 — Influéncia da hidroxiureia nos marcadores bioquimicos e hematologicos
associada ao polimorfismo 303A/G do gene GSTP1.

GSTP1
AA AG/IGG

CHHU (n=98)  SMHU (n=145) “3°"P U (m=101) SHU (n=132)

Marcadores

valor p

Catalase (U/mL) 3878,3+160,8 3996,7 + 147,5 0,59 4065,1 +155,9 4117,7 £133,6 0,80

GR (U/mL) 0,75+0,1 0,75+0,1 0,87 0,83+0,1 0,84+0,1 0,89
GPx (U/mL) 1,14+0,1 1,05+0,1 0,27 0,99+0,1 0,95+0,1 0,68
GST (U/mL) 0,99+0,1 1,03+0,1 0,56 0,79+0,1 0,87+0,1 0,19

TBARS (ng/mL) 2393 + 184 2643 + 155 0,30 2343 + 163 2659 + 173 0,49
Leucécitos (K/uL) 8,9+0,31 10,3+0,28 0,002 9,9 +£0,49 10,7 £ 0,30 0,002
Hb F (%) 10,34 +£0,74 4,92 +0,39 <0,001 8,8 +0,67 52+0,38 <0,001

LDH (U/L) 886 +41,5 1103 + 93,9 0,04 879 +£45,2 968 + 41,8 0,15

BT (mg/dL) 2,65+0,18 3,62+0,21 <0,001 2,69+0,21 3,38+£0,19 0,02
Reticulécitos (%) 8,49 £ 0,39 8,82+041 0,53 9,18+ 0,41 8,89+ 0,39 0,61
VCM (fL) 96,1+1,44 86,5+0,72 <0,001 96,5+1,31 85,4+0,76 <0,001

Valores expressos em meédia + erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. LDH: lactato
desidrogenase. BT: bilirrubina total. VCM: volume corpuscular médio

Para o polimorfismo no gene da NOS3, tanto os pacientes homozigotos
normais quanto os pacientes heterozigotos/homozigotos mutantes, apresentaram o
mesmo comportamento dos marcadores avaliados. Os valores de Hb F e do VCM
foram maiores nos pacientes que faziam o uso de HU comparados com aqueles que
nao faziam o uso (p<0,05); e os valores médios de bilirrubina total e do nimero total
de leucdcitos foram menores nos pacientes que faziam o uso de HU (p<0,05).
(Tabela 18).
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Tabela 18 — Influéncia da hidroxiureia nos marcadores bioquimicos e hematol6gicos
associada ao polimorfismo -786T/C do gene NOS3.

NOS3
Marcadores 1T cT/CC

CHHU (n=116) SMHU (n=178) “¥°"P iU (n=82)  S/HU (n=114)

valor p

Catalase (U/mL)  4102,3+150,8 4092,0 + 132,6 0,96 3789,3+165,9 4001,0 +148,5 0,34

GR (U/mL) 0,82+0,1 0,77+0,1 0,44 0,76 +0,1 0,82+0,1 0,55
GPx (U/mL) 1,00+0,1 0,98+0,1 0,72 1,16+0,1 1,04+0,1 0,85
GST (U/mL) 0,85+0,1 0,94+0,1 0,07 0,96 +0,1 0,97+0,1 0,98

TBARS (ng/mL) 2467 + 167 2711 + 160 0,72 2227 +178 2556 + 158 0,17
Leucécitos (K/uL) 9,5+0,40 10,5+ 0,30 0,03 9,2 +0,40 10,5+ 0,30 0,01
Hb F (%) 8,96 + 0,61 4,84 + 0,35 <0,001 10,38 £ 0,85 5,37+ 0,43 <0,001

LDH (U/L) 902 + 41,7 1035+ 77,4 0,23 954 + 44,9 1027 + 56,4 0,76

BT (mg/dL) 2,85+0,19 3,50+0,18 0,02 2,42+0,19 3,50+0,21 <0,001
Reticulécitos (%) 8,76 £ 0,37 8,34 +£0,43 0,44 8,95+0,43 9,56 £ 0,43 0,33
VCM (fL) 95,5+1,28 85,3+0,72 <0,001 97,4+1,41 86,9+0,72 <0,001

Valores expressos em meédia + erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. LDH: lactato
desidrogenase. BT: bilirrubina total. VCM: volume corpuscular médio

O polimorfismo envolvido no gene GSTT1, quando presente em pacientes
que faziam o uso de HU, ou seja, quando o alelo era nulo para o gene,
apresentaram a porcentagem de reticuldcitos e atividade da GST, maiores do que 0s
pacientes do mesmo gendtipo e sem o uso de HU (p<0,05). Além disso, a presenca
ou auséncia da nulidade para o GSTT1 repercutiu nos pacientes em uso de HU
valores maiores de Hb F e do VCM (p<0,05), porém, nos homozigotos normais em
uso de HU observamos valores de BT menores do que aqueles pacientes que nao

usavam a HU, Tabela 19.
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Tabela 19 — Influéncia da hidroxiureia nos marcadores bioquimicos e hematologicos
associada ao polimorfismo no gene GSTT1.

GSTT1
Marcadores Selvagem GSTT1 Nulo GSTT1

CHHU (n=85)  SMHU (n=116) “¥°"P  cHu(n=31)  S/HU (n=62)

valor p

Catalase (U/mL)  4002,3+170,8 4012,0 + 169,6 0,96 4377,3+310,5 42439+2115 0,72

GR (U/mL) 0,74+0,1 0,75+0,1 0,84 1,05+0,1 0,82+0,1 0,03
GPx (U/mL) 0,99+0,1 0,95+0,1 0,66 1,03+0,1 1,01+0,1 0,91
GST (U/mL) 0,89+0,1 0,94+0,1 0,41 0,72+0,1 0,95+0,1 0,04

TBARS (ng/mL) 2301 + 164 2668 + 190 0,48 2922 + 428 2791 + 294 0,79
Leucécitos (K/uL) 9,7+0,50 10,5+ 0,36 0,21 9,1+0,60 10,4+ 0,42 0,07
Hb F (%) 9,03+0,72 4,83 +0,42 <0,001 8,78 +1,16 4,85+ 0,63 0,001

LDH (U/L) 860 = 44,5 1083 +115,4 0,14 1019 + 95,3 947 £54,1 0,47

BT (mg/dL) 2,71 0,19 3,38+£0,21 0,01 3,25+0,51 3,73+0,37 0,45
Reticulécitos (%) 8,32 +0,45 8,77 £ 0,47 0,49 9,98 + 0,57 7,55 +0,61 0,002
VCM (fL) 95,9+1,61 85,9+0,91 <0,001 94,3 +1,87 84,3+1,18 0,001

Valores expressos em meédia + erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. LDH: lactato
desidrogenase. BT: bilirrubina total. VCM: volume corpuscular médio

Por fim, a atividade da enzima GST, a concentracdo de Hb F e os valores do
VCM, nos pacientes que apresentaram o genoétipo selvagem para o gene GSTML1 e
faziam o uso de HU, foram maiores do que nos pacientes com 0 mesmo genotipo,
porém sem o uso de HU (p<0,05). Ainda nesse grupo, os valores de leucdcitos e de
bilirrubina total foram menores do que nos pacientes sem o uso de HU (p<0,05). Nos
individuos nulos para esse gene e que faziam o uso de HU, tiveram valores médios

de Hb F e VCM maiores do que os pacientes sem 0 uso de HU.
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Tabela 20 — Influéncia da hidroxiureia nos marcadores bioquimicos e hematologicos
associada ao polimorfismo no gene GSTM1.

GSTM1
Selvagem GSTM1 Nulo GSTM1

CHHU (n=68)  SMHU (n=121) “@°"P  C/HU (n=48)  S/HU (n=57)

Marcadores

valor p

Catalase (U/mL)  4036,7 £193,7 4021,1 + 143,3 0,94 4195,3 + 239,5 42459 +281,5 0,89

GR (U/mL) 0,78+0,1 0,74+0,1 0,57 0,87+0,1 0,85+0,1 0,46
GPx (U/mL) 0,99+0,1 0,93+0,1 0,49 1,01+£0,1 1,07+0,1 0,65
GST (U/mL) 0,85+0,1 0,99+0,1 0,04 0,84+0,1 0,85+0,1 0,84

TBARS (ng/mL) 2540 + 200 2597 £ 180 0,84 2364 + 289 2954 + 321 0,18
Leucécitos (k/uL) 10,1+ 0,58 10,6 +0,31 0,01 8,9+0,48 10,1 + 0,57 0,11
Hb F (%) 9,05 + 0,87 4,61 + 0,40 <0,001 8,84 + 0,82 5,33+ 0,69 0,001

LDH (U/L) 914 £ 61,7 1051 +109,4 0,31 886 + 50,6 1004 + 81,6 0,61

BT (mg/dL) 2,66 + 0,22 3,49+0,23 0,004 3,12+0,35 3,52 +£0,33 0,41
Reticulécitos (%) 9,200, 45 8,37 £0,45 0,25 8,15+ 0,46 8,28 £ 0,67 0,75
VCM (fL) 96,1+1,72 85,2 +0,86 <0,001 94,6 £1,91 85,7+1,34 0,001

Valores expressos em média + erro padrdo. GR: glutationa redutase, GPx: glutationa peroxidase,
GST: glutationa S-transferase. TBARS: espécies reativas ao acido tiobarbitdrico. LDH: lactato
desidrogenase. BT: bilirrubina total. VCM: volume corpuscular médio
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6. DISCUSSAO

As evidéncias clinicas e epidemiologicas da doenca falciforme, ndo nos
deixam duvidas de que essa afeccdo genética tem um grande impacto na
morbimortalidade da populacdo acometida pela doenca, sendo reconhecidamente
um grave problema de saude publica mundial (POWARS, 1975; LOBO, 2010;
AYGUN; ODAME, 2012).

No Brasil esse cenario ndo é diferente, as complicacdes clinicas sao
heterogéneas e a doenca atinge cerca de 25.000 a 30.000 pessoas, estimando
7.200.000 individuos heterozigotos para a mutacdo da Hb S (CANCADO; JESUS,
2007; SIMOES et al.,, 2010). Diante disso, varios estudos tém sido elaborados
envolvendo desde a identificacdo desses portadores, pelo programa brasileiro de
triagem neonatal, até recursos terapéuticos dirigidos a prevencao e tratamento das
complicacfes da doenca.

O nosso estudo vem ao encontro desses paradigmas da DF, tendo como
foco principal, a associacao de polimorfismos genéticos, envolvidos na fisiopatologia
da DF, com a resposta da hidroxiureia perante os diferentes marcadores
bioquimicos.

Inicialmente, pensamos em uma forma de reunir todas as variaveis clinicas e
laboratoriais dos individuos e estabelecer potenciais preditores da gravidade da DF,
dessa forma, grupos com caracteristicas clinicas em comum seriam formados e,
assim, poderiamos identificar variacdes genéticas que possivelmente afetariam a
gravidade da doenca, bem como, a resposta ao uso de HU nesses grupos
homogéneos.

Um impedimento para atingir esse objetivo seria integrar as varias
dimensdes clinicas e laboratoriais da doenca em uma Unica medida sintética da
gravidade por meio de métodos estatisticos tradicionais. Para solucionar esse
impasse, Sebastiani e colaboradores (2007) desenvolveram um modelo de previsao
da gravidade da doenca usando uma abordagem de modelagem de rede Bayesiana,
em que o risco de mortalidade em cinco anos foi projetado como um escore de
gravidade, porém os dados sobre os pacientes foram derivados de residentes dos
Estados Unidos e a aplicacdo desta ferramenta em individuos de outras populagdes,
como a do Brasil, ndo foram testados (SEBASTIANI et al., 2007). Neste sentido,
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realizamos o primeiro estudo brasileiro que avaliou a viabilidade de uso da
“‘calculadora de gravidade da doenca falciforme” para estimar os escores de
gravidade e classificar os pacientes em categorias fenotipicas.

Para a validagéo, realizamos varias comparacdes que envolveram grupos de
idade, genotipo da DF, uso de HU e variaveis clinicas para a classificacdo dos
fendtipos.

O primeiro ponto positivo da validacéo pela calculadora envolveu os grupos
de idade associados ao uso de HU. Os grupos em uso de HU mostraram variagao
em alguns marcadores laboratoriais como o aumento do VCM e da concentragédo de
Hb F, bem como, a diminuicdo da quantidade de leucécitos e dos niveis de
bilirrubina total. Além disso, avaliamos o escore de gravidade, em um grupo de 72
pacientes, antes e apdés o uso de HU e verificamos que o escore de gravidade
diminuiu significativamente na avaliacdo p6s uso de HU. Os efeitos benéficos da HU
observados em nossas avaliagfes e, também, observacdes de outros estudos como
o aumento da hemoglobina, diminuicdo de marcadores de hemdlise, menor
incidéncia de algumas complicacdes clinicas e maior sobrevida dos pacientes, ja
foram bem caracterizadas em estudos de seguimento de pacientes em uso de HU
por muitos anos (HALSEY; ROBERTS, 2003; STEINBERG et al., 2010; NOURAIE et
al., 2013; LOBO et al., 2013).

Outra consideracdo importante foi extraida da avaliacdo dos escores de
gravidade em funcéo dos grupos de idade. Conseguimos demonstrar, por diferentes
andlises, que a calculadora foi sensivel para o quesito idade. A relacdo entre o
aumento do risco de morte com o aumento da idade, esta de acordo com o que tem
sido documentado, pois com mais idade acumulam-se efeitos deletérios da doenca e
suas sequelas, permitindo tracar a histéria natural da DF (SERJEANT, 1995;
FRENETTE; ATWEH, 2007a; SERJEANT, 2013). Observamos que 90% dos
pacientes acima de 40 anos, apresentaram escores de gravidade acima de 0,5, ou
seja, dentro dos préximos cinco anos, 90% dos pacientes tem 50% de chance de
morte. Acreditamos que essa gravidade pode ser consequéncia de dois fatores, um
seria a conduta e diagnostico da doenca que ainda estava em processo de
aperfeicoamento no Brasil em décadas passadas, e o0 outro fator seria o pouco
conhecimento da propria fisiopatologia e tratamento da doengca em tempos passados
(SERJEANT, 2000).
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Quando separamos 0s pacientes de acordo com o genotipo da DF, a média
dos escores de gravidade nos individuos com Hb SS foi 1,3 vezes maior do que no
grupo Hb SC. Pacientes duplo heterozigotos para a Hb SC sédo geralmente menos
graves do que os individuos com Hb SS e Hb S/Beta’talassemia (REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Em média, os individuos com a doenca Hb SC tém
metade do numero de episodios dolorosos do que os pacientes com Hb SS,
ocorréncia de AVC é menos frequente e as Ulceras de perna séo raras (CAMERON
et al., 1983; KOSHY et al., 1989; STEINBERG, 2008). Deste modo, a calculadora de
gravidade demonstrou sensibilidade para os escores nos genotipos da DF avaliados.

Apés a elaboracdo das faixas de escores, que caracterizaram as classes de
fendtipos, verificamos que existe uma associacao entre o fendtipo grave e AVC,
Ulceras de perna, complicacfes cardiacas e pacientes em regime de transfusédo de
sangue. Além disso, as crises de dor de 3-5 por pessoa/ano e necrose avascular
foram as ocorréncias mais frequentes em individuos com os fenoétipos intermediarios
e graves, quando comparado com o fenoétipo leve. Isto demonstra que os critérios
estabelecidos para as classes de fendtipos, por meio dos escores da calculadora,
foram satisfatorios, pois a gravidade da DF é baseada no niumero de episodios de
dor, frequéncia de internacdes hospitalares, priapismo, historia de AVC, sindrome
toracica aguda ou sepse, Ulceras cronicas de perna, hipertensdo pulmonar,
insuficiéncia renal e necrose avascular dos ossos (PLATT et al., 1991; WALTERS et
al., 1996).

Os poucos estudos envolvendo a DF e escores da calculadora de gravidade,
mostraram valores médios de escores mais baixos do que os encontrados em nosso
estudo. Anoop e colaboradores (2009) demonstraram, em pacientes acima de 18
anos classificados quanto a gravidade por hematologistas, escores de 0,182, 0,19 e
0,866 para os fendtipos leve, intermediério e grave, respectivamente. Os pacientes
nessa faixa de idade apresentaram menores frequéncias de osteonecrose, STA e
AVC em comparagdo com pacientes brasileiros da mesma idade por nés avaliados
(ANOOP; BEVAN; CHAKRABARTI, 2009). Pacientes maiores que 21 anos do
Centro Médico de Boston tiveram o0s seguintes escores de gravidade: fenétipo leve
(0,16), fendtipo intermediario (0,28) e grave (0,95) (SEBASTIANI et al., 2007). Estes
resultados mostram que, independentemente da forma de categorizar os fenoétipos,
0s pacientes brasileiros tém maiores escores médios, ou seja, apresentam uma

clinica mais grave, que pode ser decorrente de outros fatores, principalmente os



Discussao 77

genéticos, como por exemplo, haplétipos do gene BS (OKUMURA; LOBO; BONINI-
DOMINGOS, 2013).

Os resultados obtidos por meio das analises de correlacdo permitiu-nos
verificar que a gravidade da doenca estd associada com a diminuicdo da
hemoglobina e do hematdcrito. Baixos valores de hemoglobina, geralmente, estdo
ligados com pior prognostico da DF e com aumento do risco de complicagbes
especificas da doenca (CAMERON et al., 1983; BALLAS, 1998; KATO et al., 2006;
BALLAS et al., 2010a). Nas analises com todos os pacientes, os coeficientes de
correlagdo nédo foram altos. Quando removemos o grupo entre 5 a 17 anos, 0S
coeficientes de correlacdo aumentaram e outras variaveis tornaram-se
estatisticamente significantes. Além disso, encontramos evidéncias de que a
gravidade da DF esta associada com o aumento de leucdcitos, reticulécitos,
bilirrubina total, LDH e Hb S. Todos estes marcadores estdo associados com a
gravidade da doenca. Por exemplo, o aumento de leucocitos tem sido
correlacionado com o aumento da frequéncia de crises de dor (PLATT et al., 1991),
aumento do risco do AVE hemorragico (OHENE-FREMPONG et al., 1998) e morte
precoce (PLATT et al.,, 1994); aumento de LDH, bilirrubina e reticuldcitos séo
indicadores laboratoriais de anemia hemolitica crénica (WEST et al.,, 1992;
STEINBERG, 2008; BALLAS, 2013), e o aumento da concentracdo de Hb S propicia
0 processo de polimerizacao, sob condi¢cdes especificas (VEKILOV, 2007; KATO et
al., 2009).

As andlises de correlacdo e comparagfes de manifestacdes clinicas em
diferentes grupos ajudaram a validar a ferramenta. Para complementar este estudo
seria importante a classificacdo dos fenétipos dos pacientes por hematologistas,
para, em seguida, realizar comparacfes entre o escore de gravidade e as variaveis
estudadas. Além disso, o grupo de pacientes entre 5 a 17 anos merecem mais
atencdo, pois a calculadora de gravidade ndo contém variaveis clinicas e
laboratoriais especificas para esta faixa de idade, o que pode comprometer o célculo
do escore de gravidade. Nos pacientes classificados como fenétipo intermediéario
ndo encontramos correlacdes significativas como nas outras duas classes de
fendtipos (leve e grave). Uma subdivisdo do fenoétipo intermediario poderia ser
realizada, atribuindo outros critérios de classificacdo, pois neste grupo encontramos
pacientes com caracteristicas hematologicas e bioquimicas muito heterogéneas, o

que pode ter influenciado nas correlagdes ndo significativas.
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Considerando a avaliacdo dos polimorfismos, observamos que a frequéncia
da mutacdo -308G/A no gene TNFA, encontrada nesse estudo, esta de acordo com
o trabalho que publicamos recentemente, demonstrando que as frequéncias obtidas
foram semelhantes aos resultados de outros estudos no Brasil envolvendo pacientes
com DF (TORRES et al.,, 2013), bem como, outros estudos para a populacao
brasileira sem hemoglobinopatias (CAJADO et al., 2010).

Sabemos que o TNF alfa é uma citocina que desempenha papel importante
na via de sinalizacdo da inflamacao e resposta imune, e que a variagcdo nessa via
pode modificar a gravidade da DF por meio de alteracbes no endotélio vascular,
porém, os resultados de estudos envolvendo esse polimorfismo sdo controversos
(DWORKIS et al., 2011). O polimorfismo no gene TNFA n&o apresentou associagao
com as manifestacBes clinicas estudadas nesse trabalho. Vicari e colaboradores
(2011), avaliando pacientes brasileiros adultos com anormalidades cérebro
vasculares, também, ndo encontraram associacdo do polimorfismo com esse
fendtipo (VICARI et al.,, 2011). Ainda no Brasil, Cajado e colaboradores (2011)
encontraram risco aumentado de 4,6 vezes na ocorréncia de sequestro esplénico
em pacientes com AF que herdavam o polimorfismo mutante (CAJADO et al., 2011).
Em 2004 e, posteriormente, em 2007, outro grupo, porém dos Estados Unidos,
demonstrou que o alelo mutante seria o responsavel pela prote¢do contra o AVC em
criancas com AF (HOPPE et al., 2004; HOPPE et al., 2007).

Com relagao ao polimorfismo -509C/T no gene TGFB1, ndo temos estudos
brasileiros que fizeram a associacdo desse SNP com a manifestacdo clinica em
pacientes com a DF, portanto, buscamos resultados em outros estudos e verificamos
gue as frequéncias nao diferiram das encontradas para os individuos com hipodontia
(PERES et al., 2004), com asma (DE, | et al., 2008) e para a populacédo geral do
Brasil (DE SOUZA et al., 2003). Em nosso trabalho, os achados com significancia
estatistica para esse polimorfismo referem-se ao efeito protetor que o alelo mutante
apresentou em relacdo a ocorréncia de retinopatia e de priapismo. Dentre as
inmeras fun¢gBes desempenhadas pelo TGF-beta, destacam-se duas que poderiam
justificar essa resposta: a estimulacdo da angiogénese e o controle da expressao de
proteinas de matriz extracelular. A formacdo de novos vasos € um efeito ja bem
conhecido do TGF-beta e bastante estudado em pacientes com cancer, no que diz
respeito a progressao tumoral (MASSAGUE, 1990; GUAN et al., 2009). Outro estudo

também encontrou a acado protetora do alelo mutante em doentes falciformes
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demonstrando efeito protetor para o desenvolvimento de necrose de fémur e Umero
(TORRES, 2012).

O polimorfismo -786T/C no gene NOS3 mostrou efeito protetor para a
ocorréncia de STA e de Ulceras de perna nos pacientes do nosso estudo. Os poucos
trabalhos envolvendo a associacdo desse polimorfismo com a DF séo controversos.
Vargas e colaboradores (2005) ndo encontraram nenhuma associagdo do SNP com
as complicagbes de pacientes do Brasil, porém, as frequéncias alélicas sao
semelhantes as que encontramos em nosso estudo (VARGAS et al., 2005).

Um estudo norte americano demonstrou que pacientes do género feminino
com a mutacdo -786T/C foram mais suscetiveis a ocorréncia de STA, mas a
frequéncia do alelo mutante foi de 0,09 em uma amostra de 87 pacientes, ou seja,
uma frequéncia bem menor do que a que encontramos Nos NOSSOS pacientes, sendo
de 0,22 (SHARAN et al.,, 2004). Outro estudo mostrou que o alelo mutante, em
pacientes provenientes da india, foi associado com o fenétipo mais grave da doenca,
no entanto, a frequéncia do alelo mutante para essa populacdo foi de 0,4, sendo
mais frequente do que no nosso trabalho (NISHANK et al., 2013). Por fim, Char e
colaboradores (2006) encontraram diminui¢cdo do risco de STA em criangas com a
presenca do polimorfismo, e assim corroboramos com os resultados (CHAAR et al.,
2006). Faltam estudos sobre a relacdo do polimorfismo -786T/C com o0s niveis de
metabolitos de ON (nitrito/nitrato) na DF. A relacdo funcional do polimorfismo com os
metabolitos foi estudada em pacientes sem a DF, porém com osteonecrose,
hipertensdo e doenca coronaria, e o0s resultados foram contraditérios, néo
conclusivos sobre a influéncia do polimorfismo no aumento ou diminuicdo da sintese
de ON (YOON et al., 2000; AFRASYAP; OZTURK, 2004).

Para o polimorfismo 303A/G do gene da GSTP1 ndo encontramos
associacfes significativas da mutacdo com o0s eventos clinicos da DF. As
frequéncias encontradas para esse polimorfismo se assemelham aos de outro
trabalho realizado com voluntarios sem hemoglobinopatias, residentes no Rio de
Janeiro (ROSSINI et al., 2002). Na literatura, os principais trabalhos com esse
polimorfismo estdo associados a estudos com cancer, sendo que, muitos deles,
relacionam a presenca do polimorfismo a resisténcia a drogas e ao risco associado
de desenvolvimento de alguns tipos de tumores (MO et al., 2009; PARKER et al.,
2011), enquanto que, para a DF, existe somente um trabalho, inclusive do nosso

grupo, demonstrando maior frequéncia do homozigoto mutante em pacientes com
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DF gquando comparados com o0 grupo controle e associacdo do polimorfismo com o
aumento da glutationa reduzida (SILVA et al., 2011)

As frequéncias dos genotipos nulos para o gene GSTM1 e GSTT1, em
nosso estudo, foram semelhantes aos valores encontrados em um estudo com
quatro populacdes afrodescendentes do Distrito Federal (HIRAGI et al., 2007). Outro
estudo realizado na populacdo brasileira mostrou que as frequéncias desses
polimorfismos variam entre 0os grupos étnicos, sendo que a nulidade do GSTM1 na
populacdo de etnia africana foi semelhante com os nossos dados (ARRUDA et al.,
1998).

Estudos envolvendo pacientes com DF e os polimorfismos da GSTM1 e
GSTT1 séo escassos. Os existentes demonstraram, em uma populacéo do Egito,
maior frequéncia dos genétipos nulos comparados com aos de nosso estudo, porém
sem associacdo da presenca da mutacdo com caracteristicas laboratoriais e
manifestacbes clinicas da DF (RARAB; BOTHINA, 2013); em uma populagédo
indiana, na presenca do genotipo nulo da GSTM1 néo foi observado diferengas dos
valores de ferritina entre pacientes e grupo controle (SANJAY et al., 2012).

No Brasil, De Oliveira-Filho e colaboradores (2013) demonstraram, em
pacientes com DF do Pernambuco, frequéncia dos polimorfismos semelhante ao de
nosso estudo, além disso, encontraram associa¢cdes do genoétipo nulo da GSTT1
com maior ocorréncia de STA e osteonecrose, e do gendtipo nulo da GSTM1 com
maior chance de desenvolver AVC, STA, Ulceras maleolares e osteonecrose (DE
OLIVEIRA FILHO et al., 2013). Outro estudo, também do Brasil e do nosso grupo de
pesquisa, envolvendo pacientes de S&o José do Rio Preto-SP e do Rio de Janeiro-
RJ, mostrou que a frequéncia do gendétipo nulo para GSTT1 foi quase o dobro
quando comparada com o estudo atual, e a frequéncia do genétipo nulo para
GSTM1 foi menor do que a por nos encontrada (SILVA et al., 2011). No nosso
estudo, somente os pacientes com o genétipo nulo para a GSTM1 apresentaram
maior chance de ocorréncia de priapismo. Em modelos animais submetidos ao
priapismo, existe aumento do estresse oxidativo em que a atividade da GST é
aumentada como resposta a neutralizacdo de xenobioticos, por exemplo, a morfina
(KANIKA; MELMAN; DAVIES, 2010). Na presenca do genotipo nulo, a atividade da
GST é prejudicada, podendo assim, aumentar o quadro de estresse oxidativo que,
de certa forma, desencadeia a degradacdo de proteinas aumentando a fibrose do
tecido peniano (FRIGUET, 2006).
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A discrepancia de resultados de associacdo pode ser decorrente a diversos
fatores, tais como o tamanho das amostras, heterogeneidade étnica e fatores
ambientais especificos para a populacdo de estudo. Além disso, algumas
consideragbes para associacfes fidedignas de fendtipo/genétipo devem ser
seguidas, tais como: definicbes corretas das complicacdes clinicas, estimativa de
herdabilidade, conhecimento de poder estatistico, controle da sobrecarga de
hipoteses multiplas e de outras variaveis de confuséo, por exemplo, a estratificagdo
da populacédo, miscigenacédo e acesso a amostras independentes para a replicacéao
de associa¢des (LETTRE, 2012)

A avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo monstrou que a idade
teve influéncia em alguns parametros como a catalase, GR e GST. De acordo com a
teoria do envelhecimento, causada por radicais livres, espera-se um declinio geral
da capacidade de defesa antioxidante celular em pessoas mais velhas, porém
existem na literatura resultados divergentes sobre esse assunto (ALLESSIO;
HAGERMAN, 2006). Faizal e colaboradores (2012) encontraram em individuos em
bom estado de saude, de 18 a 30 anos, maior atividade da catalase e maiores
valores de antioxidantes ndo enzimaticos comparados com individuos acima de 50
anos (FAIZAL et al., 2013). Outro estudo demonstrou que pacientes com a DF entre
20 e 40 anos apresentaram valores de metabodlitos de NO maiores do que o0s
individuos entre 60 a 70 anos de idade (SARKAR et al., 2011). Em pacientes com
DF menores do que seis anos, as atividades da GR e da SOD foram maiores do que
em pacientes acima de seis anos de idade (RUSANOVA et al., 2010).

A maior atividade da catalase e GR, e menor atividade da GST no grupo
entre 5 a 17 anos pode estar relacionada com a gravidade da doenca, pois
encontramos 0 mesmo comportamento em individuos com o fenétipo leve e, quando
comparamos com o grupo de referéncia, as atividades da catalase e GR sdo mais
altas e a atividade da GST € mais baixa.

A maior atividade da catalase foi encontrada nas seguintes observacoes:
grupo de referéncia quando comparados com os pacientes com a DF, no fenétipo
leve quando comparado com os outros fendtipos, e nos individuos com Hb SC
gquando comparados com os Hb SS. Esses resultados nos permitem inferir que o
aumento na atividade da catalase diminui a gravidade da doenca, além disso, houve
uma relagcdo entre o aumento da catalase e a diminuicdo dos escores de gravidade.

Entretanto, existe na literatura discrepancia entre os niveis da catalase na DF.
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Alguns estudos tém mostrado resultados semelhantes aos nossos em ratos
transgénicos com a DF (DASGUPTA; HEBBEL; KAUL, 2006) e também em
pacientes com DF (ALSULTAN et al.,, 2010; SILVA et al., 2011). Por outro lado,
outros estudos observaram aumento dos niveis de catalase em pacientes com a DF
(DAS; NAIR, 1980; MANFREDINI et al., 2008). O aumento da catalase pode ser um
efeito protetor para eliminar H202, enquanto que os niveis diminuidos podem ser
devido ao estresse oxidativo esmagador e crénico que consome a catalase
produzida (CHIRICO; PIALOUX, 2012). Outra hipétese fundamenta-se no fato de
gue os niveis elevados de enzimas antioxidantes em eritrocitos falciformes também
pode ser uma consequéncia do maior teor de reticul6citos no sangue dos pacientes
com DF (SILVA et al., 2013).

A GPx é uma importante enzima intracelular, que possui selénio em seu sitio
ativo, utilizando GSH como cosubstrato para a reducdo de H20: e perédxidos
lipidicos, diminuindo a disponibilidade desses compostos no organismo (LUBOS;
LOSCALZO; HANDY, 2011). A atividade da GPx nos pacientes com DF do nosso
estudo foi menor do que no grupo de referéncia. Outros estudos também
demonstraram valores reduzidos da atividade de GPx em pacientes quando
comparados com individuos sem a doenca (NATTA; CHEN; CHOW, 1990; REID et
al., 2006; ALSULTAN et al., 2010), e ainda, com relacao direta com a gravidade da
doenca (DASGUPTA; HEBBEL; KAUL, 2006). Por outro lado, Gizi e colaboradores
(2011) relataram maior atividade da GPx nos pacientes em relacdo ao grupo
controle (GlZl et al., 2011). Partindo do mesmo raciocinio utilizado para a catalase, o
aumento da atividade da GPx, em pacientes com DF, pode ser decorrente do
aumento de H202 produzido pela SOD, na neutralizacdo dos superoéxidos, e pelo o
aumento de peroxidos lipidicos provenientes do dano da camada lipidica celular.

A atividade da GR nos pacientes do nosso grupo foi menor do que os
valores de referéncia. Essa observacao € condizente com a associa¢ao do fenétipo
da doenca, em que o fenétipo mais grave tem menor atividade da GR. Além disso,
foi demonstrado que quando a atividade da GR diminui os escores de gravidade
tendem a aumentar. A GR é uma enzima chave para a reciclagem da glutationa, da
forma oxidada para a forma reduzida, utilizando elétrons do NADPH. Dessa forma,
libera quantidades de GSH para outras enzimas atuarem na capacidade
antioxidante, por exemplo, as GST, GPx e glutaredoxinas. Os trabalhos existentes

na literatura, envolvendo a GR e a DF, demonstraram resultados semelhantes aos
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nossos, até mesmo em relacdo a gravidade e a atividade da GR (EL-HAZMI;
WARSY, 1985; ADELEKAN; THURNHAM; ADEKILE, 1989; RUSANOVA et al.,
2010).

A atividade da GST nos pacientes com DF foi mais alta do que no grupo de
referéncia. Nos estudos de Ezeiruaku e colaboradores (2011) e Anosike e
colaboradores (1991), foram encontrados resultados diferentes do nosso
demonstrando que os individuos com Hb AA apresentam cerca de,
aproximadamente, 3,2 e 5,4 vezes mais atividade da GST quando comparados com
os individuos Hb SS (ANOSIKE et al., 1991; EZEIRUAKU; EZE; UKAJI, 2011).
Sugere-se que esse aumento da GST na DF pode ser decorrente da atividade de
metabolizacdo de xenobidticos provenientes de medicamentos que contém em sua
composicdo morfina e acetaminofeno (ISHIDA et al., 1989; TODAKA et al., 2005;
HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Mesmo excluindo os pacientes que fizeram o
uso de analgésicos nas Uultimas 24 horas antes da coleta, resquicios desses
compostos poderiam estar presentes, aumentando, assim, a atividade da GST.
Outra explicacdo sobre o0 aumento da GST consiste no excesso de producao de
ERO, que existe na DF, uma vez que as GSTs também removem as ERO e
regeneram grupos tiois em proteinas oxidadas (DUSINSKA et al., 2012). Essas
observacg@es reforcam o que encontramos para o fendtipo leve, em que a atividade
da enzima foi menor do que nos outros fenétipos, demonstrando assim, que existe
menor estresse oxidativo nesses pacientes e o0s valores da GST estdo mais
préximos aos encontrados para o grupo de referéncia. Para complementar,
demonstramos que existe uma relacao entre a atividade da GST e a gravidade da
doenca, ou seja, quanto maior atividade da GST maior a gravidade da doenca.

Altos niveis de peroxidacao lipidica tém sido amplamente descritos na DF
(KLINGS; FARBER, 2001; WALTER et al., 2006; SHIMAUTI et al., 2010;
RUSANOVA et al., 2010; SILVA et al.,, 2011; TORRES et al., 2012), pois 0s
eritrocitos falciformes apresentam aumento endégeno de lipidio oxidado e também o
aumento da susceptibilidade a peroxidacdo lipidica quando comparados com
eritrécitos normais (RICE-EVANS; OMORPHOS; BAYSAL, 1986; JAIN et al., 1990;
ESSIEN, 1994). Os marcadores de peroxidacao lipidica avaliados nos pacientes do
nosso grupo de estudo foram maiores do que os valores de referéncia, e nos
pacientes com Hb SS os valores de TBARS foram maiores do que no grupo com Hb

SC. Sabe-se que quanto maior a concentracdo de Hb S intra-eritrocitario maior a
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geracdo de ERO e, consequentemente, maior peroxidacdo lipidica, explicando
assim, o fato de os pacientes com Hb SS terem maior peroxidacéo lipidica. Além de
peroxidacao lipidica, 0 aumento do estresse oxidativo intra e extra eritrocitario induz
a instabilidade da membrana com porcentagem elevada de exposicdo da
fosfatidilserina (PS), contribuindo para a acelerada hemdlise intravascular que
impulsiona o aumento da geracdo de ERO (REPKA; HEBBEL, 1991; WOOD;
GRANGER, 2007). Além disso, a externalizacdo de PS na membrana dos eritrocitos
pode atuar como superficie catalitica em que varios fatores de coagulacdo podem
interagir resultando em um estado de hipercoagulabilidade (JAIN, 1985).

O processo repetido de polimerizagao/despolimerizacdo da Hb S pode
conduzir a um ciclo vicioso incitando adesao de células sanguineas, hemolise, vaso-
ocluséo e a lesdo por isquemia — reperfusdo. Em outras palavras, as fontes multiplas
de processos pré-oxidantes tem como consequéncias estresse oxidativo cronico e
sistémico. Por este motivo, 0s agentes terapéuticos mais recentes que podem
direcionar o estresse oxidativo, constituem valioso meio de prevenir ou retardar o
desenvolvimento de complicacbes em orgaos. Os principais agentes oxidantes
descritos na literatura podem ser observados em recentes revisbes (NUR et al.,
2011; CHIRICO; PIALOUX, 2012; SILVA et al., 2013).

A influéncia da mutacédo nos genes GSTM1 e GSTP1 sobre os marcadores
de estresse oxidativo mostrou que a atividade da GST foi menor nos pacientes com
a presenca do polimorfismo. E descrito na literatura, que a presenca dessas
mutacdes nos genes da GSTs podem diminuir ou inibir totalmente a expressao de
isoformas dessa enzima levando a inabilidade de determinadas células em
metabolizar compostos tdéxicos ao organismo (MO et al., 2009; GAO et al., 2010).
Dessa forma, na DF, a diminuicdo da atividade dessas enzimas pode afetar alguns
eventos fisiopatoldgicos agravando a clinica, como ja discutimos anteriormente.
Ainda foi possivel observar que o0s pacientes com a mutagdo para o gene GSTP1
apresentaram baixa atividade de GPx o que pode ser um fator desfavoravel para a
neutralizacdo de peréxidos. A diminuicdo da GST provavelmente fez com que
ocorresse sobrecarga de ERO, diminuindo assim, a atividade da Gpx.

A presenca dos trés polimorfismos das GSTs resultou em maior atividade da
GR quando comparados com os individuos com genétipos normais para a GSTP1,
GSTT1 e GSTM1. Uma vez que a atividade da GST foi prejudicada, devido a

presenca das mutacdes, a reciclagem da glutationa torna-se mais ativa para que
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outras enzimas, como a glutaredoxina e GPx, pudessem atuar de forma eficiente
para recompor a capacidade antioxidante intraeritrocitaria (VAN; VERHOEVEN;
ROOQOS, 2013).

Atualmente, a HU, é a terapia modificadora da doenca aprovada para DF,
em que o0 aumento da sintese de Hb F € um dos multiplos efeitos benéficos do uso
da medicacdo. A expressdo aumentada Hb F reduz varios biomarcadores de
estresse oxidativo e diminui o sequestro do NO em camundongos com AF e
pacientes com DF (ZIMMERMAN et al.,, 2004; KAUL et al., 2004; DASGUPTA,;
FABRY; KAUL, 2010; TORRES et al., 2012). Outros resultados também mostraram
gue o aumento da concentracdo de Hb F é diretamente proporcional ao aumento da
atividade de CAT, dos niveis de GSH e diminuicdo da peroxidacéo lipidica. Assim, a
Hb F reduz o numero de crises vaso-oclusivas e parece reduzir a hemdlise
(RODGERS et al., 1990; CHARACHE et al.,, 1995; DASGUPTA; FABRY; KAUL,
2010; SILVA et al., 2011)

Diante disso, avaliamos a influéncia da HU nos marcadores de estresse
oxidativo obedecendo as variaveis: idade, gendtipo da DF, género e classes de
fenétipos, e ndo encontramos nenhuma associacdo significativa entre essas
variaveis e o uso de HU. Acreditamos que por ser um estudo com muitas variaveis
independentes e que elas podem se relacionar e influenciar na resposta ao uso de
HU, teriamos que utilizar outros testes estatisticos mais elaborados para auxiliar
nessas respostas, como por exemplo, analises multivariadas, ou até mesmo
estatistica Bayesiana.

Quando avaliamos a influéncia da HU, diante da heranca dos polimorfismos
nos genes envolvidos na fisiopatologia da DF, verificamos que em todos o0s
genotipos, independente da presenca do polimorfismo, a concentracao de Hb F e os
valores de VCM aumentaram na presenca da HU. Estudos tém demonstrado que os
efeitos celulares e hematologicos da HU, sdo expressos dentro das primeiras
semanas de uso, aumentando a quantidade de Hb, concentracdo de Hb F e VCM,
porém em adultos esse aumento nem sempre € constante durante todo o
tratamento, devido ao esgotamento da eritropoiese (BALLAS et al., 2010b; NEVES
et al., 2012). O VCM e a Hb F tem sido utilizados, por alguns autores, para avaliar a
acao bioldgica da HU e adesao do paciente ao tratamento, mas os mesmos alertam
gue a resposta nao é universal e métodos alternativos para avaliar a adesao devem
ser empregados (BRANDOW; PANEPINTO, 2011; CREARY et al., 2014). Sheehan
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e colaboradores (2013) avaliaram a influéncia de alguns polimorfismos genéticos
envolvidos na expressdo de Hb F, na UDP- glicosiltransferase e deficiéncia de
G6PD, na resposta ao uso de HU, e verificaram que os efeitos da HU sdo mais
potentes do que a heranca dos polimorfismos estudados (SHEEHAN et al., 2013)

Os pacientes com a mutacao -308G/A no gene TNFA nao responderam ao
uso de HU para os marcadores avaliados, exceto para o VCM e Hb F ja discutidos.
Entretanto, diferente dos pacientes sem a mutacao, a HU influenciou na diminuigéo
dos valores de LDH, bilirrubina total e contagem de leucécitos. Relatos tem
demonstrado que o polimorfismo na regido promotora do gene aumenta a producao
do TNF alfa (GONZALEZ et al., 2003; SALLAKCI et al., 2005; ALTARESCU et al.,
2005). Associado a esse aumento, na DF estudos tem demonstrado que 0s niveis
plasmaticos de TNF alfa sdo elevados (BANDEIRA et al., 2014; HYACINTH et al.,
2014), portanto esses dois fatores culminam em uma producéo exacerbada de TNF
alfa gerando um pior prognéstico da doenca e, possivelmente, influenciado na
resposta ao uso de HU.

A resposta do uso de HU em relacdo ao gene TGFB1, mostrou que,
independente da mutacdo, os valores de Dbilirrubina total diminuiram
estatisticamente, porém, somente os valores de TBARS e a contagem de leucécitos
diminuiram nos pacientes com o genoétipo normal na presenca da HU. Ao contrario
do que encontramos para o alelo mutante, anteriormente discutido, o gendtipo
normal associado a HU apresentou melhor resposta do que o alelo mutante. Sabe-
se que a presenca da mutagcao -509C/T aumenta a producdo de TGF-beta, e por ser
uma citocina capaz de aumentar a adesdo celular e recrutar moduladores
inflamatérios para a circulagdo sanguinea, é esperado que 0s eventos vaso-
oclusivos sejam acentuados, prejudicando assim, a resposta ao uso de HU para
esse gendtipo mutante (GRAINGER et al., 1999).

A resposta ao uso de HU, nos pacientes com o genoétipo normal para a
GSTM1, resultou na diminuic&o da atividade da GST, nos valores de bilirrubina e da
contagem de leucdcitos, sendo diferente do comportamento para o genétipo nulo em
gue nao responderam ao uso de HU, exceto para os valores de Hb F e VCM. Como
discutido anteriormente, a atividade elevada de GST estava relacionada com o
aumento da gravidade da doenca, entretanto, com a auséncia da mutacao e o0 uso
de HU, a atividade da GST reduziu quase 1,2 vezes, demonstrando assim, que a HU

também atua com propriedades antioxidantes. Essa observacao ja foi realizada em
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outros estudos, em que a HU aumenta a capacidade antioxidante dos eritrocitos
falciformes por induzir a expressdo da GPx1, cuja atividade desempenha papel na
reducdo da peroxidacgédo lipidica da membrana, promovendo a estabilidade, e assim,
provavelmente, reduzindo a hemodlise (CHO et al.,, 2010). Em adicdo a esta
observacdo, a HU pode proteger diretamente a membrana de eritrocitos quando
expostos a agentes oxidantes reduzindo a peroxidagéo lipidica (AGIL; SADRZADEH,
2000). Ghatpande e colaboradores (2008) demonstraram, por meio de andlise da
membrana de eritrécitos falcémicos, que o tratamento in vitro com HU aumentou a
atividade das enzimas antioxidantes, como a catalase, tioredoxina peroxidase e
flavina redutase, sugerindo uma resposta adaptativa do eritrocito ao dano oxidativo
(GHATPANDE et al., 2008).

Além disso, a HU mostrou a capacidade de ser doadora de NO, baseada em
relatos do aumento dos niveis de metabdlitos do NO, bem como, no de monofosfato
ciclico de guanosina (GMPc) em pacientes com DF dentro de 1 a 2 horas ap6s a
administracdo (GLADWIN et al., 2002; KING, 2004; HUANG; KIM-SHAPIRO; KING,
2004). Por reduzir sozinha a hemolise e a vaso-oclusdo, a administracdo da HU
poderia ter um grande impacto sobre o estresse oxidativo total na DF.

Por outro lado, a presenca dos polimorfismos nos genes NOS3, GSTT1
GSTP1, néo influenciaram na resposta ao uso de HU, pois independente dos
genotipos, os valores de LDH, leucdcitos e bilirrubina total diminuiram
estatisticamente. Além disso, os pacientes com o genétipo nulo para GSTT1 em uso
de HU a porcentagem de reticuldcitos aumentou ao invés de diminuir. E importante
notar que, em adicdo ao efeito de aumentar os niveis de HbF, a HU também pode
reduzir marcadores de hemolise, aumentar a quantidade total de Hb, diminuir o
namero de reticulécitos e expressao de moléculas de adesdo, entre outros
(HILLERY et al., 2000; SCHNOG et al., 2004; COVAS et al., 2004).

Um total de 226 SNPs em 46 genes candidatos, com possiveis papéis na
regulacédo da Hb F e no metabolismo da HU, foi estudado em 214 pacientes afro-
americanos com AF em que os niveis de Hb F foram avaliados antes e apés o
tratamento com a HU. SNPs no citocromo P450, na familia 2, subfamilia C,
polipeptideo 9 (CYP2C9), um membro da familia do citocromo P450 de enzimas que
catalisam reagbes de metabolismo da droga, podem ter um papel importante no
metabolismo de derivados da HU, e, aquaporina 9 (AQP9), um canal de membrana

seletiva de agua que estimula o transporte de ureia e permite a passagem de solutos
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ndo carregadas, foram associados com a resposta da HbF com a HU. Varios genes
podem provavelmente efetuar respostas de modo que suas interacbes e o valor
preditivo de seus polimorfismos deverdo ser modelados (STEINBERG, 2005b).

De forma geral, o estudo da resposta ao uso de HU envolvendo o perfil
genético e marcadores de estresse oxidativo, na pessoa com DF, contribuiu para a
avaliacdo da conduta terapéutica tendo como alvo minimizar o excesso de ERO e

melhorar a qualidade de vida destes pacientes.
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7. CONCLUSOES

Os pacientes com a doenca falciforme e ndo portadores dos polimorfismos -
509C/T no gene TGFB1, -308G/A no gene TNFA e nulo para GSTM1 respondem
melhor ao uso de hidroxiureia quando comparados aos pacientes com os alelos
mutantes dos mesmos genes. Os efeitos da hidroxiureia sobre a concentracdo de
Hb F, VCM e bilirrubina total sdo mais potentes do que a heranca dos polimorfismos
estudados.

A calculadora de gravidade da doenca falciforme é valida para os pacientes
brasileiros, pois € eficaz frente a idade, genétipos da DF e manifestacdes clinicas.

A presenca do alelo nulo do gene GSTM1 aumenta a chance de ocorréncia
de priapismo em pacientes com a DF. O efeito protetor de ocorréncia de STA e
Ulceras de perna esta associado a presenca do alelo mutante para o gene TGFB1. A
presenca do alelo mutante do gene NOS3 diminui a chance de ocorréncia de
retinopatia e priapismo.

A diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes (catalase, Gpx, GR)
estd associada com maior gravidade da DF devido a existéncia do estresse oxidativo
cronico. O aumento da atividade da GST esta associado com maior gravidade da DF
devido a intensa metabolizacdo de xenobidticos gerados na doenca.

Os niveis de peroxidacao lipidica sdo maiores nos pacientes do que o0s
valores de referéncia, sendo que, o aumento dos valores de TBARS é influenciado
pelo aumento da Hb S responséavel pela geracdo de muitas ERO, principalmente, em
decorréncia do processo de polimerizagao.

As mutagdes nos genes GSTM1 e GSTP1 diminuem a atividade da GST
total e as mutacbes nos genes das GSTs resultam na elevada atividade da GR
devido a reciclagem aumentada da glutationa reduzida.

Este estudo demonstra que a resposta diferenciada ao uso de HU tem a
influéncia dos polimorfismos avaliados. Estes resultados garantem importante

informacgé&o e direcionamento promissor para o tratamento da DF.
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APENDICE A - PADRONIZACAO DOS METODOS DE COLETA E
PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA OS TESTES BIOQUIMICOS

A padronizacdo de coleta e preparo das amostras dos pacientes foi
necessaria a ser reavaliada no 1° ano de doutorado, pois havia alguns fatores, como
processamento, armazenamento e tempo de andlise, que poderiam estar
afetando/prejudicando a atividade das enzimas.

Quando iniciamos as analises bioquimicas verificamos que a atividade
enzimatica da glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa redutase (GR) e catalase, contida nas amostras, estava muito baixa ou
sem nenhuma atividade, portanto, repetimos a técnica por varias vezes, usamos
controles e percebemos que em alguma etapa do fluxo de amostras estava errada.
Para melhor entendimento, na Figura 1 demonstra como era realizada a coleta,
envio e preparo das amostras coletadas pela equipe do Hemorio. Observando a
figura destaca-se que o envio imediato das amostras € o ponto chave nas analises
bioquimicas, pois a demora de envio e também o acondicionamento inapropriado
das amostras poderiam afetar nos testes, uma vez que o preparo das amostras deve
ser rapido e a temperatura de armazenamento controlada.

Apoés a identificacdo deste problema concluimos que todo o preparo das
amostras deveria ser realizado no Hemorio para que houvesse o armazenamento
correto e o envio apropriado de todo o material coletado para que fossem analisados
em S&o José do Rio Preto.

Assim, fizemos vérios testes simulando as futuras coletas no Hemorio, neste
sentido, consideramos variaveis importantes tais como: diferentes temperaturas de
armazenamento, diferentes tipos de processamento de amostra e conservacao da
amostra apés periodo de armazenamento.

Entdo, montamos um fluxograma testando trés variaveis: tipos de
processamento de amostras, temperatura de armazenamento (-20°C e -80°C) e

tempo de armazenamento (Figura 2).
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Hemorio — Rio de Janeiro
(2 tubos com EDTA)

Envio imediato
v

Unesp - Rio Preto

1 tubo com EDTA /\ 1 tubo com EDTA

Testes i Preparo 1 1— Testes
- eletroforese alcalina e acida Agua destilada + sangue total Catalase
-HPLC
- extracdo de DNA
A Preparo 2
- diagn6stico molecular Lavagem do sangue total com solugdo | Testes
- rastreamento dos SNPs fisiolégica, adicio do hemolisante GST, GPx, GR,
(EDTA, NADP, mercaptoetanol) e GSH/GSSG
separa¢do do contetdo final
Preparo 3 — Teste
Separagdo do plasma com EDTA MDA

Figura 1. Fluxograma das coletas de amostras realizadas no Hemorio demonstrando todas as etapas
para a realizacdo dos testes envolvidos neste projeto. SOD: superéxido dismutase, GST: glutationa S-
transferase, GPx: glutationa peroxidase, GR: glutationa redutase, GSH: glutationa reduzida, GSSG:
glutationa dissulfeto, MDA: malondialdeido, NADP: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

Nessa primeira analise concluimos que o Tipo 1 de processamento é
utiizado somente para a andlise da atividade da catalase, como faziamos
anteriormente; o Tipo 2 demonstrou resultados insatisfatérios nas atividades
enzimaticas e também na concentracdo de GSH e GSSG observados no HPLC,
independente do periodo de analise; jaA o do Tipo 3 a atividade enzimatica e
concentracbes de CSH/GSSG encontrados nesse hemolisado foi ideal e também
apresentou uma solucdo homogénea diferente do que foi encontrado na do Tipo 2.

Sabendo que as amostras do Tipo 3 e do Tipo 1 foram as ideais para as
analises bioquimicas, descartamos a do Tipo 2 e apds 20 dias avaliamos novamente
as mesmas amostras para verificar qual a temperatura ideal de armazenamento das
amostras e também se existe diferenca de atividade apdés o periodo de
armazenamento.

Entre as duas temperaturas estudadas ndo houve diferenca de atividade
enzimatica da catalase, glutationa S-transferase e da concentracdo de GSH,
portanto, as temperaturas de -20°C e -80°C sdo ideais para a conservacgao

enzimatica.
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Coleta de sangue total em EDTA de individuos sem hemoglobinopatias
(individuos 1, 2, 3,4 e 5)

v

Amostras
(Tipos de processamento)

==

TIPO 2 TIPO 3
- lavagem do sangue total com - 'a‘{age."? QO_ sangue total - com TIPO 1
solugéo fisioldgica por 3 vezes solucdo fisiologica por 3 vezes a 4°C

Ve - 490 ul de &gua
- da papa de eritrocito acrescente o
a4°C pap destilada + 10 ul de

_ da bpapa de eritrécito hemolisante, congele por _ 15 min
acrescentg pégua destilada e (18°C) e centrifuga por 15 min (4°C) sanguiz total "
oronto para andlise - separa o sobrenadante para anélise - pronto para analise

—~

\

Analise das amostras no Armazenadas L, Analise das mesmas
mesmo dia de coleta (-20°C e -80°C) apods 20 dias

Figura 2. Desenho esquemético desenvolvido para testar as varidveis que poderiam influenciar na
atividade das enzimas antioxidantes (tipos de processamento, temperatura de armazenamento e
conservacdo da amostra).

Em relacdo a preservacdo da amostra, analisamos a atividade enzimatica
das amostras em periodos diferentes de analise, uma analise no dia da coleta das
amostras, apos processamento, e apos 20 dias de armazenamento. Com essa
observacéo verificamos que a atividade da GST e catalase nao diferiu apos o
periodo de armazenamento (p>0,05). No Grafico 1 a concentracdo de GSH
demonstra que os valores ndo mudaram conforme o tempo de armazenamento
(p=0,49). E interessante ressaltar que o0 mesmo tipo de processamento de amostra
para a avaliacdo da atividade da GST é também utilizado para a GR, GPX e SOD,
no entanto, ndo incluimos a atividade destas enzimas porque apresentariam 0

mesmo comportamento da GST.
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1,2 A

1,0 A

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

OGSH (U/mL) (analise inicial)

O GSH (U/mL) (andlise apos 20 dias)

Grafico 1. Valores de glutationa reduzida (GH) sob
a influéncia do armazenamento das amostras apés
20 dias sob-refrigeragéo a - 80°C.

* teste t pareado ndo mostrou diferenca estatistica
(p=0,49) Al: amostra 1, A2: amostra, A3: amostra

3, A4: amostra 4 e A5: amostra 5

0,0 T T T
Al A2 A3 A4 A5

Apés estas primeiras observacbes, questionamos se o preparo das

amostras, utilizando a centrifuga refrigerada, influenciaria nos resultados, pois as

centrifugas que estavam disponiveis no Hemorio, num primeiro momento, ndo eram

refrigeradas. Assim, montamos outro fluxograma de testes para avaliar a influéncia

da centrifuga no processamento, anélise e armazenamento das amostras (Figura 3).

Tentando minimizar impasses no processamento de amostras, separamos 0
sangue total em aliquotas e congelamos em -20°C e -80°C para verificar se, quando
transportadas em gelo seco até S.J do Rio Preto, conseguiriamos realizar o
processamento das amostras aqui na nossa instituicdo. Porém, como o esperado, a
amostras ficou totalmente degradada impossibilitando o processamento das
mesmas, assim, excluimos essa possibilidade de logistica.

Para a avaliacdo da atividade da catalase, novamente o Tipo 1 de
processamento, foi a melhor forma de efetuar o teste. Comparando a atividade da
enzima no mesmo dia da coleta e ap0s sete dias de armazenamento em duas
temperaturas diferentes, -20°C e -80°C, verificamos que nao houve diferenca
estatistica entre estas observacdes (p=0,32), ou seja, mesmo que no Grafico 2
observa-se uma reducdo de atividade a diferenca ndo é estatisticamente

significativa.
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Coleta de sangue total em EDTA de individuos sem hemoglobinopatias
(individuos 1, 2, 3 e 4)

Centrifuga ndo refrigerada Centrifuga refrigerada

Processamento das amostras Processamento das amostras

v v v

SANGUE TOTAL

~ 7’
\\ ,’
~o O “ \ 4 A, _-
Anélise das amostras no s :: :, -7 Anélise das amostras no
mesmo dia de coleta mesmo dia de coleta
Armazenadas

(-20°C e -80°C)

Anadlise das amostras Andlise das amostras

apo6s 7 dias Pr@das@ras apos 7 dias

Figura 3. Fluxograma de testes envolvendo a influéncia da centrifuga refrigerada, processamento de
amostras, armazenamento e conservacdo das amostras.

5000 -® Catalase (U/mL) (mesmo dia de coleta)

O Catalase (U/mL) -202C (apds 7 dias)
4500 - OcCatalase (U/mL) -802C (apds 7 dias)
4000 -
3500 - ]
3000 - ]
2500 - | -
2000 -
1500 -
1000 - Grafico 2. Valores da atividade enzimatica da
catalase avaliadas no mesmo dia de coleta e apés 7
500 - dias de armazenamento em -20°C e -80°C.
0 | * teste ANOVA ndo mostrou diferenca estatistica
T T T 1 (p:0’32)

Amostra 1 Amostra 2 Amostra3  Amostra 4
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Os outros dois tipos de processamento de amostra (Tipo 2 e Tipo 3) também
foram avaliados e de acordo com a atividade enzimatica e homogeneidade da
solucéo final, a do Tipo 2 foi excluida e a do Tipo 3 seguimos os testes. A nossa
primeira observacéo utilizando o Tipo 3, foi em relacdo a influéncia da temperatura
no processamento das amostras, ou seja, 0 uso de centrifuga refrigerada e nao
refrigerada. No Gréfico 3-A fica evidente a importancia da centrifuga refrigerada no
processamento das amostras, uma vez que, a atividade enziméatica da GST
apresentou valores superestimados em relacdo aos valores obtidos com o uso de
centrifuga refrigerada. Devido a esse resultado descartamos as amostras
processadas sem o uso de centrifuga refrigerada e avaliamos a atividade enzimatica
dessas mesmas amostras apds sete dias de armazenamento em duas diferentes
temperaturas (-20°C e -80°C). Os resultados podem ser observados do Gréfico 3-B,
em que a melhor temperatura que condiz com a atividade enzimética no mesmo dia

de coleta foi 0 armazenamento das amostras na temperatura de -80°C.

1,60 - = . .
(A)L60 1 OGST (U/mL) No Refrigerada (mesmo dia de coleta) (B) OGST (U/mL) N&o Refrigerada (mesmo dia de coleta)

W GST (U/mL) Refrigerada (mesmo dia de coleta) W GST (U/mL) Refrigerada (mesmo dia de coleta)

1,40 - 140 qgast (U/mL) Refri -209C (apds 7 dias)
@ GST Refri (U/mL) -802C (apds 7 dias)

1,20 - 1,20 -
1,00 - 1,00 +
0,80 - 0,80 -
0,60 - 0,60 -
0,40 ~ 0,40 -
0,20 - I 0,20 -
0,00 . . . 0,00 , ,

Amostral ~ Amostra2  Amostra3 ~ Amostra4 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Gréfico 3. Valores da atividade enzimética da glutationa S-transferase com a influéncia da centrifuga
nao refrigerada e da temperatura de armazenamento das amostras. A) O processamento das
amostras sem 0 uso de centrifuga refrigerada superestima a atividade da GST em ~2.8 vezes do
valor ideal (p=0,01 pelo teste T pareado). B) Influéncia da temperatura na viabilidade da atividade
enzimatica, pelo teste de ANOVA a atividade enzimatica da GST no mesmo dia de coleta nao
apresentou diferenga estatistica com o -80°C, ao contrario da -20°C que aumentou a atividade em
~2.9 vezes do valor ideal.
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Os valores obtidos na concentracdo de GSH, que também utiliza o Tipo 3 de
processamento, foram parecidos com os demonstrados na atividade da GST.

Resumindo essa etapa de repadronizagao, a forma ideal de processamento,
envio das amostras, armazenamento e analise do material coletado devem seguir as
seguintes etapas:

1) Apds a coleta dos dois tubos de sangue total com EDTA executada pela
equipe do Hemorio, as amostras deverao ser processadas no mesmo dia de coleta;

2) Os tipos de processamento serdo a do Tipo 1, para analise da atividade
da catalase e quantificacdo de proteinas, a do Tipo 3 com o uso de centrifuga
refrigerada para a andlise das enzimas GST, GPx, GR e SOD, bem como da
concentracédo de GSH e GSSG;

3) As amostras ap0s o processamento deverdo ser armazenadas em freezer
a -80°C até o momento de envio das amostras;

4) As amostras processadas do Tipo 1, Tipo 3 e plasma com EDTA deverdo
ser embaladas em caixas de isopor com gelo seco para manter a temperatura em
torno de -80°C, e as amostras de sangue total embaladas em caixas de isopor
contendo gelo reutilizavel mantendo a temperatura entre 2 — 8°C. Apds o embalo das
amostras, as mesmas serdo enviadas para o Ibilce/S&o José do Rio Preto;

5) Quando as amostras chegarem no lbilce, as que forem para a avaliacao
bioquimica deverdo ser armazenadas no freezer a -80°C até serem analisadas e as
de sangue total serdo submetidas a testes de diagnostico para a doenca falciforme e

extracao de DNA
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APENDICE B - PROTOCOLOS DE DIAGNOSTICO DA DOENCA FALCIFORME,
IDENTIFICACAO DOS POLIMORFISMOS E ANALISES BIOQUIMICAS.

Metodologias classicas para o diagnéstico de hemoglobinopatias

Foram realizadas as metodologias de triagem de hemoglobinopatias para a
identificacdo das Hb anormais, as quais seréo listadas a seguir:

Preparacéo 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 Rapido - com saponina
* Solugdo de Hb - com cloroférmio

Hemolisado R&pido: com saponina

Reativo hemolisante:

- Saponina P.A. 19
- Agua destilada 100 mL

Procedimento:

- Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue com 1 volume de reativo
hemolisante, com posterior homogeneizacao até a hemalise completa da mistura;

- O hemolisado pbde ser utilizado ap6s 5 minutos e, no maximo, até 4 horas

depois da sua preparacao.

Solucéo de Hb: com Cloroférmio

Procedimento:

- Para lavar os eritrocitos, centrifugou-se 1 mL de sangue colhido com
anticoagulante com solugéo 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 eritrocitos lavados, adicionou-se outro de agua destilada,

homogeneizando a solugdo. A seguir, adicionou-se um volume de cloroférmio
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idéntico ao do hemolisado formado. A mistura foi agitada vigorosamente e
centrifugada a 2.000 rpm, por 20 minutos.

- A solugcdo de Hb sobrenadante, ou hemolisado, foi retirada por meio de
pipeta Pasteur e transferida para um tubo limpo com identificagdo da amostra. A
concentracdo do hemolisado, preparado conforme a metodologia apresentada,
variou de 10 a 15 g/dL.

Resisténcia globular osmdtica em solucéo de NaCl a 0,36%

Principio:

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na
forma heterozigota, pois nesses casos 0s eritrécitos microciticos sdo mais
resistentes a hemdlise nesta solucdo. A resisténcia globular ndo é especifica para
talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos sdo encontrados também
em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos
para Hb C.

Reagentes:

Solucéo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4

- NaCl 9’0 g

- Na2HPO4 1,36 g
- NaH2P0O4.H20 0,28 g
- Agua destilada q.s.p 100 mL

Solugéo trabalho

- NaCl 10% 36 mL

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

Em tubo de hemdlise colocou-se 2 mL de solugédo de NaCl a 0,36% e 10 L
de sangue total, agitando por inversdo, suavemente. A leitura foi feita apés 10

minutos.

Interpretacao:
O tubo de hemolise com a amostra na solucao 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
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hemolise do eritrOcito, tornava a amostra opaca. Em amostras com resisténcia

normal a hemdlise visualizam-se facilmente as linhas através da solucao.

Andlise, a fresco, da morfologia eritrocitaria

Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram analisados ao microscopio optico,
guanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrécitos. Os resultados foram
divulgados da seguinte maneira, segundo padronizacdo do LHGDH para cada um
dos parametros avaliados.

- alteracOes discretas: (+) - alteracbes moderadas: (++)

- alteracdes acentuadas: (+++) - células normais: (N)

Eletroforese em pH alcalino
Principio:

Técnica utilizada para qualificacdo e quantificacdo de Hb normais e grande

parte das Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais.

Reagentes:

Tamp&o TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6

- Tris hidroximetil aminometano 10,2 ¢

- Acido etilenodiaminotetracético 0,69

- Acido Borico 3,29

- Agua destilada g.s.p 1000 mL

Conservado em geladeira

Corante Ponceau

- Ponceau S 0,59
- Acido tricloroacetico 50¢g
- Agua destilada g.s.p 100 mL

Solucédo descorante:

- Acido acético glacial 100 mL
- Metanol 50 mL
- Agua destilada g.s.p 1000mL

Procedimento:

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

- Apoés serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram colocadas

na cuba de eletroforese contendo o0 mesmo tampéao utilizado para embeber as fitas,
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conectando-as com 0s compartimentos eletroliticos por tecido absorvente (pano
multi-uso).

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

- Passaram-se 300 volts por 30 minutos.

- As fracbes foram analisadas, primeiramente, sem coloracdo e
posteriormente coradas com Ponceau. Para cora-las, as fitas foram colocadas no

corante por cinco minutos e, depois, em solu¢ao descorante por 30 minutos.

Eletroforese em pH &cido

Principio:

Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em posicdes
semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterizagdo semiquantitativa de Hb

Fetal.

Reagentes:

Tampao Fosfato pH 6,2 - Para eletroforese e confeccéao do gel:

- NazHPO4 2,029

- NaH2PO4.H20 7,669

- Agua destilada g.s.p 1000 mL

Conservar em geladeira

Gel de Agar-Fosfato
- Agar-agar 500 mg
- Tampaéo fosfato pH 6,2 25 mL

Procedimento:

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

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

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

- Passaram-se 100 volts por 30 minutos.
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- As fracBes foram analisadas sem corar e coradas com Ponceau.

Cromatografia liguida de alta performance

Principio:

O equipamento utilizado foi o0 VARIANT (BIO-RAD) com Kit de andlise Beta
Talassemia Heterozigota. O equipamento consiste na cromatografia de troca i6nica
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 alteracdes de absorbancia a 415 nm. O filtro secundario de
690 nm corrige a linha de base para efeitos provocados pela mistura de tampdes
com forcas ibnicas diferentes. As mudancas na absorbancia sdo monitoradas e
exibidas como um cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de
andlise 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
retencdo € o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra até o apice do pico da
Hb. Cada Hb tem um tempo de retencdo caracteristico. No final da analise 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 solugcédo hemolisante fornecida no kit de analise. Apos a
hemdlise total, as amostras foram acondicionadas nos recipientes adequados e
alojadas no equipamento para realizagdo dos procedimentos de leitura e andlise das

fracoes.

Interpretacao:

A gquantificagdo das diferentes fracdes de Hb em uma amostra foi realizada a
partir dos valores percentuais e de tempo de retencdo fornecidos pela calibragcéo
especifica, e emitidos em modelo proprio que incluiu valores numéricos e perfil
cromatografico. Aos valores de Hb Ao obtidos pela HPLC foram incluidas as
subfracdbes de Hb A (glicosilada e Hb A acetilada, denominadas P2 e P3

respectivamente, identificadas separadamente pelo aparelho. Os valores de Hb A2
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considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os de Hb F até 1,3%, previamente
estabelecidos e fornecidos pelo fabricante.

Metodologias moleculares para analise dos polimorfismos

Extracdo do DNA

Principio:

Técnica utilizada para extrair DNA gendmico a partir de sangue total. Os
tampdes de lise rompem os eritrcito e glébulos brancos. O fenol é utilizado para a

remocao de proteinas e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com etanol.

Reagentes:

1. Solucéo de lise 1 para extracdo de sangue (tampdao utilizado na lise de células
vermelhas)

- Sacarose 0,32M 10,95¢

- Tris HCI 10mM 1mL

- MgCl2 5mM 0,5 mL

- Triton 1% 100x 1mL

- Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

2. Solucao de lise 2 para extracdo de sangue (tampdao utilizado na lise de células

brancas)

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

3. Proteinase K (20 mg/mL)

- Proteinase K 20 mg
- Agua mili-Q g.s.p. 1mL
Conservar em freezer.

4. Fenol

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

7. KCI 2M

Procedimento:
Amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA, foram colocadas em
microtubos e o volume foi completado para 1,5 mL com solucéo de lise 1. Apos 10

minutos de agitacao, foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O sobrenadante
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foi desprezado e ao precipitado foram acrescentados 1,0 mL de solucéo 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 pyL de
proteinase K 20 mg/mL. Apés homogeneiza¢do, o microtubo foi colocado em banho-
maria por trés horas a 42°C.

Apds esse periodo de incubacdo, foram adicionados 500uL de fenol, o
material foi homogeneizado e centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Apés
centrifugacédo, a fase superior foi transferida para outro microtubo e adicionados
500uL da solucao de cloroférmio e alcool isoamilico na proporgéo 24:1.

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 solugao de KCI 2M gelada e acrescentado 500uL
etanol 100% bem gelado. O tubo foi invertido varias vezes até a precipitacdo do
DNA.

O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e 0
sobrenadante desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200uL etanol
70% (gelado), para iniciar a hidratacdo, o sobrenadante, apos centrifugacéo, foi
desprezado. Apds a evaporagao do etanol, o DNA foi solubilizado com 50uL de agua

ultra pura e conservado em freezer —20°C.

Andlise molecular para Hb S por PCR-RFLP

A deteccdo da mutacéo foi realizada por PCR seguido de analise de restrigao.
Os primers utilizados para a amplificacédo que envolve o cédon 6 foram: o primer P
277 (sense): 5 GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o primer P 278 (antisense):
5 ACCTTAGGG TTG CCC ATAAC %

Para a mistura da reacgéo foi preparado um volume final de 25,0uL, destes
13,0uL foram de H20, 1,0uL de cada primer a uma concentragéo de 10,0uM, 1,0uL
de dNTP a 1,25mM cada, 1,5uL de Taq Polimerase de 1U, 2,5uL de tamp&o sem
MgClz, 3,0uL de MgCl2 a 50mM e 2,0uL de DNA a 100ng/pyL. A reacédo de
amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢cfes: um ciclo com 35 repeticbes de 30
segundos a 94°C para desnaturacao inicial, anelamento durante 30 segundos a
55°C, extenséo de 1 minuto a 72°C e 1 ciclo com uma repeticdo de 10 minutos a
72°C.



Apéndice 125

Apos a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 °C por 3 horas;
no “mix” continha 13,1uL de H20, 1,0uL da enzima Dde | (C|TNAG), 2,1uL de
tampao e 10,0uL do produto da PCR. A mutag&o no cédon 6 (GAG — GTG) elimina
um sitio de restricdo; assim apos a digestdo o alelo normal gerou 3 fragmentos de
201 pb, 88 pb e 87 pb o0 alelo mutante gera dois, um de 288 pb e outro de 88 pb.

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, apés

coloracdo com brometo de etidio (Figura 1).

4
N

-
288 pb e e e — — — —
201 pb — | —
87-88 pb Cu e -

Figura 1. Foto de um gel de agarose a 1,5%, com iluminacdo UV. Resultado da técnica PCR-RFLP
para Hb S. Amostras 2, 3, 4, 6 e 7 — homozigotos para a mutacdo Hb S. Amostra 1- auséncia da
mutacdo Hb S. Amostra 5: heterozigoto para a Hb S. M = marcador molecular de 100 pb

PCR-AE paraHb SeHb C

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 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 estéo listados na Tabela 1 e na Figura 7.

Para cada “mix” foi preparado um volume final de 25,0uL, destes 10,0uL
foram de H20, 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 Taqg Polimerase de 1U, 2,5uL de
tamp&o sem MgClz, 1,5uL de MgCl2 a 50mM, 1,0 yL de DMSO a 30% e 1,0 yL de

DNA a 100ng/uL. A reacao de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢cdes: um
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ciclo com uma repeticdo de 3 minutos a 94°C para desnaturacao inicial; um ciclo
com 35 repeticdes, 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 repeticao de
10 minutos a 72°C.

ApoOs 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 amplificacdo, 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 genétipo normal apresentou o fragmento de 216 pb na
posicdo correspondente a posicdo A, individuo Hb SS na posicdo S, Hb CC na
posicdo C, Hb AS nas posicbes A e S, Hb AC nas posi¢cdes A e C, Hb SC nas
posicdes S e C (Figura 2).

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

Primers controles Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
B5a GGC TGT CAT CACTTAGACCTCA 659 pb
B5b AGA AGG GGA AAG AAAACATCAA 659 pb
esT)rcler:iﬁrcsos Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
pA CAG TAACGG CAGACTTCTCCTC 216 pb
BS CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCA 216 pb
B¢ CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCC 216 pb

216 pb

Figura 2. Foto de um gel de agarose a 2,0%, com iluminagcdo 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 é duplo
heterozigoto paraa Hb S e Hb C.
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Identificacdo dos gendtipos de beta talassemia

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

mais frequentes na populagao brasileira como segue:

Mutagao no Cédon 39 (C — T)

Para a mutagédo 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
reagdo (B5a e B5b), para o segmento de interesse, e o primer especifico para o
alelo normal (PS39W). No segundo “mix” foram inseridos 0os mesmos primers
controles e o primer especifico (PS39M) para o alelo mutante. As sequéncias dos
primers utilizados na reagdo de PCR-AE e o tamanho dos fragmentos amplificados
estéo listados na Tabela 2.

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

No termociclador os tubos foram submetidos as seguintes condigdes: 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; extensao final de sete minutos
a72°C.

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 3).

As bandas de tamanho 659 pb representam os fragmentos resultantes do
controle interno da reacao, ja as de 439 pb referem-se a produtos de amplificacéo
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
mutacéo CD39.
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Tabela 2. Sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos amplificados na reacdo de
PCR-AE para a identificacdo da mutacdo CD39.

Primers controles Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
B5a GGC TGT CAT CACTTAGACCTCA 659 pb
B5b AGA AGG GGA AAG AAAACATCAA 659 pb
eSF;Jrérg‘l'ﬁ::SOS Sequéncia do primer (5’ - 3’) Fragmentos
PS39wW GAC TCA AAG AACCTC TG 439 pb
PS39M GAC TCA AAG AACCTCTA 439 pb

Tabela 3. Componentes das reacdes com as concentracdes dos reagentes
utilizadas em cada “mix” para a mutagdo CD39.

“mix” | — Alelo Normal “mix” — Alelo Mutante

Componentes ML Componentes ML
Tampéao (10 X) 25 Tampéao (10 X) 25
MgClI2 (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 pyM) 2,5 Primer B5a (2 uM) 2,5
Primer B5b (2 uM) 2,5 Primer B5b (2 uM) 25
Primer PS39W (10 pM) 2,5 Primer PS39M (10 uM) 2,5
Taq Polimerase (5U/pL) 0,25 Taq Polimerase (5U/uL) 0,25
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H20 8,0 H20 8,0
Volume Final (uL) 25,0 Volume Final (uL) 25,0

Figura 3. 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 mutagdo, Amostras 2, 3 e 4 -
heterozigotos para muta¢do. M = marcador molecular de 100pb. W — alelo normal, M — alelo mutante.
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Mutacéo IVS-1-110 (G — A)

Para a mutacdo IVS-1-110, 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, e 0 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 reacdo de PCR-AE e o tamanho dos
fragmentos amplificados estao listados na Tabela 4.

As concentra¢des e quantidades dos reagentes utilizados em cada “mix” de
reacdo 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.

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 4

Tabela 4. Sequéncias dos primers e o tamanho dos fragmentos amplificados na reacdo de
PCR-AE para a identificacdo da mutagéo 1VS-1-110.

Primers controles Sequéncia do primer (5’ — 3’) Fragmentos
B5a GGC TGT CAT CACTTAGAC CTCA 659 pb
B5b AGA AGG GGA AAG AAAACATCAA 659 pb
Primers A - Y
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 reagfes com as concentracdes dos reagentes
utilizadas em cada “mix” para a mutacéo IVS-1-110..

“mix” | — Alelo Normal “mix” — Alelo Mutante
Componentes ML Componentes ML
Tampéo (10 X) 2,5 Tampéo (10 X) 25
MgCI2 (2 mM) 15 MgCI2 (2 mM) 15
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 uM) 2,0 Primer TB110M (5 pM) 2,0
Taq Polimerase (5U/ul) 0,25 Taq Polimerase (5U/ul) 0,25
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H20 9,0 H20 9,0
Volume Final (uL) 25,0 Volume Final (uL) 25,0

659 pb

337 pb

Figura 4. Foto de um gel de agarose a 2,0 %, com iluminacdo UV. Resultado da técnica PCR-AE
para deteccdo da mutacdo IVS-1-110. Amostra 1 e 3 — auséncia da mutacdo, Amostra 2 -
heterozigotos para mutacdo. M = marcador molecular de 100pb. W — alelo normal, M — alelo mutante.

Mutacéo IVS-I-6 (T — C)

Para a mutacao 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, e 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
0 alelo mutante.

As concentracdes e quantidades dos reagentes utilizados em cada “mix” de
reacao para detectar a mutagéo IVS-1-6 para a beta talassemia estdo mencionadas
na Tabela 6.



Apéndice 131

Apds a preparacao do “mix”, os tubos foram submetidos nas seguintes
condicbes 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;

extensao final de sete minutos a 72°C.

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

“mix” | — Alelo Normal “mix” — Alelo Mutante

Componentes ML Componentes ML
Tampéao (10X) 2,5 Tampao (10X) 2,5
MgClI2 (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 pM) 25 Primer IVSI6W (10 pM) 25
Taq Polimerase (5U/ul) 0,4 Taq Polimerase (5U/pl) 0,4
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H-0O 7,85 H20 7,85
Volume Final (uL) 25,0 Volume Final (pL) 25,0

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 genaotipos estao representados abaixo:

Homozigoto Normal Homozigoto Mutante Heterozigoto
Tubol Tubo Il Tubol Tuboll Tubol Tuboll
| Bl 650 pb | Bl 650 | El 659 pb
. 273 pb Bl o730 E B 3

Figura 5. Representagdo esquematica do produto esperado apds amplificagdo por PCR —AE para a
mutacao IVS-I-6.

Mutacgéo IVS-I-1 (G — A)

Para a mutacgéo 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
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anteriormente, e o 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.

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

Apds a preparagédo 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 extensao a 72°C;
extensdo final de sete minutos a 72°C.

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

“mix” | — Alelo Normal “mix” — Alelo Mutante

Componentes ML Componentes ML
Tampao (10 X) 2,5 Tampéao (10 X) 2,5
MgClI2 (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 yM) 2,5 Primer B5b (2 yM) 25
Primer IVSIIW (10 pM) 2,5 Primer IVSI1IW (10 pM) 2,5
Taq Polimerase (5U/pl) 0,25 Taq Polimerase (5U/pl) 0,25
DNA (100 ng) 1,0 DNA (100 ng) 1,0
H20 8,0 H20 8,0
Volume Final (uL) 25,0 Volume Final (pL) 25,0

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 genotipos estao representados abaixo:

Homozigoto Normal Homozigoto Mutante Heterozigoto

Tubol Tubo Il Tubol Tuboll Tubo !l Tubo Il

| Bl 6590 b | Bl 550 | Bl 659 pb

L 268 pb Bl 265D B B 50

Figura 6. Representagdo esquematica do produto esperado apds amplificagdo por PCR —AE para a
mutacao IVS-I-1.
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Deteccédo dos Polimorfismos

Identificagc&o do polimorfismo C-509T no gene TGFB1

A deteccdo da mutagdo foi realizada por PCR seguida de analise de
restricdo. Os primers utilizados para a amplificacdo foram: primer sense TGFB1: &’
CCG CTT CTG TCC TTT CTA GG 3, primer antisense TGFB2: 5° AAA GCG GGT
GAT CCAGATG - 3.

Para cada tubo de reacéo foi preparada a seguinte mistura, com volume final

de 25pL.

H20 Mili Q .. e e e e 13,55 L.
Primer TGFB1 10 UM ..oooei ettt 2,0 yL.
Primer TGFB2 10 UM ..euuiiiiiee et 2,0 uL.
ANTP 1,25 MM e e e e e e e e e e e e 2,0 uL.

Tampao SEM MQCI2........ouiiiiii e 2,5 L.
MOCI2 50 MM L. e e e e e e e e e e e e e e 0,75 pL.
Taq Polimerase SU ... 0,2 uL.
] 5T O T | S 2,0 yL.

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢des: Ativacado a
95°C por 5 minutos, ciclo de 35 repeticbes, desnaturacdo inicial durante 30
segundos a 95°C, anelamento durante 30 segundos a 60°C, extensdo de 30
segundos a 72°C, extensdo final durante 7 minutos a 72°C, apés a amplificacéo, o
fragmento de 406 pb foi digerido a 37°C por 5 minutos. O conteddo do mix para a
reagdo de digestao foi: 8,5 yL de H20 Mili Q, 1,0uL de Tampéao 0,5 uL de Enzima
Bsu36 | (CC|TNAGG) e 5,0 uL do produto da PCR.

Os fragmentos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos, e visualizado sob luz UV,

apo6s coloragdo com brometo de etidio (Figura 3).
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406 pb

223 pb
183 pb

Figura 7. Gel de agarose para analise do polimorfismo -509C/T (TGFB1). O fragmento gerado na
amplificacdo tem 406pb. Na auséncia do polimorfismo, a enzima de restricdo gera 2 fragmentos
(183pb e 223pb). Os resultados para as amostras da figura sdo: 1-Branco, 2-CC, 3-CC, 4-CT, 5-CC,
6-CT, 7-CT, 8-CC, 9-CC, 10-CC, 11-CT.

Identificac&o do polimorfismo G-308A no gene TNFA

A deteccdo da mutacdo foi realizada por PCR seguida de analise de
restricdo. Os primers utilizados para a amplificacao foram: primer sense TNFA1: &’
AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT - 3’ e primer antisense TNFA2: 5’ - ACA
CTC CCC ATCCTCCCG GCT-%

Para cada tubo de reacao foi preparada a seguinte mistura, com volume final
de 25uL

H20 Mill Q e e e e e e e e e e s 5,0 pL.

Primer TNFAT 10 UM ..o a e 3,75 pL.
Primer TNFA2 10 UM ....eeiieeeeeeee e 3,75 pL.
ANTP 1,25 MM e e e e e e e e e eas 5,0 yL.
Tampao SEM MQCI2......ooeiiiiieeeee e 2,5 uL.

MGCI2 50 MM .. a e 2,5 uL.
Taq Polimerase SU ... 0,5 L.
DNA 150 NG/HL .t e e e e e e e e e e 2,0 uL

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condicbes de ciclagem:
Ativagdo a 95°C por 5 minutos, ciclo de 35 repeti¢cdes, desnaturacéo inicial durante 1
minuto e 30 segundos a 95°C., anelamento durante 1 minuto a 62°C, extenséo de 1
minuto e 30 segundos a 72°C e extensao final durante 10 minutos a 72°C.

Apés a amplificacdo, o fragmento gerado, de 117 pb, foi digerido a 37°C por
5 minutos. O contetdo do mix para a reacao de digestao foi: 8,5 uL de H20 Mili Q,
1,0 yL de Tampao, 0,5 uL da enzima Nco | (C|CATGG) e 5,0 uL do produto da PCR.

Na presenca do alelo G, foram originados dois fragmentos (97 pb e 20 pb), enquanto
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o alelo A ndo possui o sitio reconhecido pela enzima de restricdo, gerando, entéo,
apenas um fragmento (117 pb). Individuos heterozigotos apresentaram os trés
fragmentos (117 pb, 97 pb e 20 pb)

A visualizacdo dos fragmentos digeridos foi realizada em gel de agarose a
3% submetido a eletroforese sob corrente constante de 120 V por 70 minutos, Figura
8.

117 pb
97 pb

Figura 8. Gel de agarose a 3% para andlise do polimorfismo -308G/A (TNFA). O fragmento gerado
na amplificagdo tem 11 7pb. Na auséncia do polimorfismo, a enzima de restricdo gera dois
fragmentos menores, 97pb e 20pb, este Ultimo ndo é visualizado no gel. Os resultados para as
amostras da figura séo: 1-GA, 2-GA, 3-GA, 4.GA, 5-GA, 6-AA, 7.GG.

Identificac&do do polimorfismo T-786C no NOS3

A deteccdo da mutacdo foi realizada por PCR seguido de analise de
restricdo. Os primers utilizados para a amplificacéo foram o primer sense ENOS1 &’
GCA TGC ACT CTG GCC TGA AGT G3’ e primer antisense ENOS2 5° CAG GAA
GCT GCC TTC CAGTGC 3.

Para a mistura da reacéo foi preparado um volume final de 25,0uL, destes
13,0uL foram de H20, 1,0uL de cada primer a uma concentragao de 10,0uM, 1,0uL
de ANTP a 1,25mM cada, 1,5uL de Taq Polimerase de 1U, 2,5uL de tamp&o sem
MgClz, 3,0uL de MgClz a 50mM e 2,0uL de DNA a 100ng/uL. A reagao de
amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢des: um ciclo com 35 repeticdes de 30
segundos a 94°C para desnaturagéo 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.

Apés a amplificacdo, o fragmento gerado, de 180 pb, foi digerido a 37°C por

5 minutos. O conteudo do mix para a reacao de digestao foi: 8,5 yL de H20 Mili Q,
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1,0 pL de Tampéo, 0,5 uL da enzima Msp | (C|CGG) e 5,0 yL do produto da PCR.
Na presenca do alelo normal, foram originados dois fragmentos (138 pb e 42 pb),

enguanto o alelo mutante gera trés fragmentos de 92 pb, 46 pb e 42 pb, Figura 9.

R B 5

ﬂ e

— .

A * '.'-_ : E |

it oo 139 pb
o Wi - 3 92 pb
- n— ﬁ“ 4642 pb

Figura 9. Foto de um gel de agarose a 2,5% e ap0s a digestdo da PCR pela enzima Mspl. Amostras
1, 2, 3, 4, 5 e 8 — heterozigotos para a mutagdo -786T/C. Amostras 5, 6 e 7 — auséncia da mutacao -
786T/C. M= marcador molecular de 100 pb.

Identificacdo do polimorfismo 313A/G do gene GSTP1

A pesquisa do polimorfismo GSTP1 envolve a amplificacdo do segmento
delimitado pelos primers 105F — 5" — ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA -3 e 105R
-5 —TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT - 3, seqguido das seguintes condicoes:

Para cada tubo de reacao foi preparada a seguinte mistura, com volume final
de 25uL

e 7O 2N 1Y/ 11 O 10,0 uL;
e md 1110 =T = TR 2,5 uL;
O md 1110 ST S 2,5 uL;
SANTP 1,25 MM oo e e e e e e e e e e eeens 2,0 uL;
S DMSO 1090 e 2,5 uL;

- Tampao SEM MOCI2 ..o e 2,5 uL;
=MOCI250 MM L a e e e e e e e e e 0,75 uL;
- Taq Polimerase SU ......ccoooiiiiiieeee e 0,25 uL;
= DNA 100 NO/HL et e e 2,0 uL.

O processo de amplificacao foi realizado por uma desnaturacao prévia de
94°C por cinco minutos, acrescida de 40 ciclos de 94°C por um minuto, 62°C por trés
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minutos, 72°C por 1 minuto e meio, seguida de uma extenséo final a 72°C por 7
minutos.

O produto de amplificacdo da PCR foi submetido & enzima de restricdo
Bsma I, isbmero da enzima Alw 261 (5U) (New England BiolLabs). O produto da
amplificacdo apds o adicionamento da enzima foi colocado em banho maria a 37° C,
por 4 horas, para clivagem das sequéncias em regides especificas. ApGs digestdo, o
alelo normal gerou um fragmento de 176 pb e o alelo mutante dois fragmentos, um
de 91 pb e outro 85 pb. Os produtos amplificados e digeridos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 3,0% sob corrente constante de 80 V por 45

minutos e evidenciados com brometo de etidio sob luz UV (Figura 10)

175 pb

91 pb
85 pb

Figura 10. Interpretacdo da analise molecular para a mutagdo 313A/G por PCR-RFLP. Gel de
agarose a 3,5% com os padrdo de bandas ap0s a digestdo da PCR pela enzima Bsmal. Amostras 1,
3,4,5,6 e7 - auséncia da mutacdo 313A/G. Amostra 2 — homozigoto para a mutagdo 313A/G. M=
marcador molecular de 100 pb.

Identificac&o dos polimorfismos da GSTM1 e GSTT1

A pesquisa dos polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 foi realizada de forma
simultdnea pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) -MULTIPLEX. Os
fragmentos foram amplificados a partir dos primers especificos GSTM1 5GAA CTC
CCT GAA AAG CTA AAG C3’, GSTM2 5GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G3,
GSTT1 5TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC3', GSTT2 5TCA CCG GAT CAT
GGC CAG CAZ3’ e primers controles (CYP1 5 GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT3,
CYP2 5CAG CTG CATT TGG AAG TGC TC3’) gerada pela amplificagdo do gene
housekeeping CYP1.
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Para cada tubo de reacéo foi preparada a seguinte mistura, com volume final

de 25 pL:
= H2O Mili Q e e e e e e e e as 7,0 uL;
o 110 1= 1Y/ B T 1,25 uL;
S PHIMEBIMZ e 1,25 uL;
O o £10101= S I PP 1,25 pL;
S PIIMEE T2 o 1,25 pL;
S CYP L e e e e e e e e e e 1,25uL;
m Y P 2 e ————————————————————— 1,25 uL;
SANTP 1,25 MM oo 5,0 yL;
- Tampao SEM MOCI2 ..o 2,5 uL;
=MGCI2 50 MM L. aaaaa s 0,75 pL;
- Taq Polimerase SU .......coooiiiiiiiiier i s 0,20 uL;
= DNA 100 NO/UL oottt a e e 2,0 uL.

O processo de amplificacdo foi realizado por uma deshaturacdo prévia de
94°C por quatro minutos, acrescida de 30 ciclos de 94°C por dois minutos, 59°C por
um minuto, 72°C por 1 minuto, seguida de uma extensao final a 72°C por dez
minutos. Os genotipos nulos (ambos os alelos com delecéo) para os genes GSTM1
e GSTT1 foram identificados pela auséncia dos fragmentos de amplificacdo de 230
pb e 423 pb, respectivamente, separado por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
sob corrente constante de 80V por 45 minutos e evidenciados com brometo de etidio
sob luz UV (Figura 11).

Figura 11. Interpretacdo da analise molecular para as dele¢c6es dos genes GSTM1 e GSTT1 por
PCR-MULTIPLEX Foto de um gel de agarose a 2,0%. Amostras 1, 3 e 5 — genétipo M/T. Amostra 2 e
6 — gendtipo M/M. Amostra 4 — gendtipo T/T e Amostra 4 — genétipo nulo. M= marcador molecular de
100 pb.
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Avaliacdo da Capacidade antioxidante e de marcadores de dano oxidativo

Determinacéo da atividade enzimética da Catalase

As amostras de sangue foram diluidas a 50 vezes em agua destilada e sua
atividade medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a velocidade de
decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela enzima, através do decréscimo de
absorbancia em 240 nm, a 30° C (¢ = 0,071 mM-1 cm-1).

Preparo das amostras: 1) Centrifugar amostra de sangue total por 3 min a
1500 rpm a 4 °C, coletar 10 pyL do precipitado (papa de eritrocitos) e mistura-los a

490 uL de H20 ultra pura, obtendo o hemolisado utilizado nas analises.

Preparo do tampéao Tris-HCI 1M, pH 8,0 contendo EDTA 0,5 mM

Tris(hidroximetil)aminometano 30,279
EDTA 0,365¢
H20 destilada 250 mL

Ajustar o pH para 8,0 com HCI.

Andlise da leitura: Referéncia: 1 mL de H20O Ultra Pura

Meio de Reagao (10 mM H202): 1)Adicionar 250 pL de H202 3% em 25mL
de H20 Ultra Pura; 2) Descartar uma aliquota de 2,5 mL; 3) Adicionar 1,25mL do
Tampéo Tris-HCI.EDTA e 1,25mL de H20 Ultra Pura

Ensaio Enzimatico

Meio de reacéo 990 pL
Amostra (hemolisado) 10 L
A atividade da catalase foi calculada e expressa em U/mL de hemolisado

Determinacéo da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase

As amostras de sangue foram diluidas a 100 vezes em solucdo hemolisante
e a atividade da GST foi feita pelo método de Keen et al., (1976). A amostra diluida
foi adicionada em um meio de reacdo contendo 100 mM de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), 100 mM de GSH, e o aumento de absorbancia sera

acompanhado a 340 nm.
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Preparo das amostras e solucdes

Solucéo Salina 0,9%

NaCl (Cloreto de Sdédio) 9,09

H20O destilada g.s.p 1 litro
Solucédo hemolisante

2-mercaptoetanol 7 mM 500 pL
NADP 2 mM 5 mL
EDTA 0,27 M 10 mL

H20O ultra pura 1 litro

Procedimento da técnica: 1) Adicionar 1 mL solucao fisiolégica gelada (NacCl
0,9%) a 100 pL do precipitado de globulos vermelhos de sangue total colhido em
tubo contendo EDTA, homogeneizar e centrifugar por 3 min a 1500rpm/4°C e,
finalmente, descartar o sobrenadante. 2) Repetir o processo anterior trés vezes; 3)
Coletar 50 pL do precipitado (papa de eritrocitos lavados final), e acrescentar 950 L
de solucdo hemolisante; 4) Manter por 15min a -18°C; 5) Centrifugar por 15 min a

3500rpm; 6) Separar o sobrenadante (hemolisado) para as analises.

Preparo do tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 6,5)

KH2PO4 (Fosfato de Potassio Monobasico) 13,605 g
K2H2PO4 (Fosfato de Potassio Dibasico) 17,42 g
H20 destilada qg.s.p. 1 litro

Ajustar o pH para 6,5.

Analise da leitura: Referéncia

Referéncia: 1mL de Solucdo tampéao Fosfato de Potassio

Hidrélise espontidnea:

Solucéo tampéo Fosfato de Potassio 980uL
GSH 100mM 10uL
CDNB 100mM 10uL

Ensaio Enzimético

Solucao tampéao Fosfato de Potassio 930uL
GSH 100mM 10uL
CDNB 100mM 10uL
Amostra (hemolisado) 50uL

A atividade da GST total foi calculada e expressa em U/mL de hemolisado:
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Determinacao da atividade enzimatica da Glutationa Peroxidase

As amostras de sangue foram diluidas a 100 vezes em solucdo hemolisante
e a atividade da GPx foi medida pelo método de Sies et al. (1979), por meio do
decréscimo da absorbéncia a 340 nm, promovido durante a reducédo da glutationa
oxidada (GSSG). A reducao é catalisada por glutationa redutase (GR) em presenca
de NADPH a 30°C.

Preparo do meio de reacao:

Tampao fosfato de potassio 0,1M; pH 7,0 25 mL

EDTA 0,005 M; pH 7,0 10 mL

NADPH 1,72 mg/10 mL meio
Glutationa redutase 11 uL

GSH 16 mg

H20 15 mL

Preparao do tBOOH

tBOOH 128 uL
Tampao fosfato de potassio 0,1M; pH 7,0 10 mL
Ensaio Enzimatico

Meio de reacéo (990-X) ul
tBOOH 10 uL
Amostra X uL

Andlise da leitura: Referéncia
Referéncia: 1 mL do Tampao fosfato de potassio 0,1M; pH 7,0

Hidrélise espontinea:

Meio de reagéo 990 ul
tBOOH 10 uL

Leitura: 1 minuto a 340nm.

Determinacao da atividade enziméatica da Glutationa Redutase (GR)
As amostras de sangue foram lisadas e a atividade da GR foi medida pelo
método de Beutler (1969). A amostra lisada foi adicionada em um meio de reacao
contendo 125 mM de GSSG e 6 mM de NADPH, e o aumento de absorbancia foi

acompanhado a 340 nm.
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Preparo dos reagentes:
GSSG 125mM
Tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5; EDTA 1mM 1mL
GSSG (612,6) 76,58 mg
GSSG (656,6) 82,08 mg
NADPH 6mM
NADPH (833,4) S mg
NaHCOs a 0,1% 1mL

Andlise da leitura: Referéncia
Referéncia: 1 mL do tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5; EDTA 1mM

Hidrélise espontinea:

tampao fosfato de potassio 0,1M pH 7,5; EDTA 1mM 960uL
GSSG 12 5mM 20 L
NADPH 6 mM 20 uL

Ensaio Enzimatico
Solucéo tampéao Fosfato de Potassio 0,1 M pH 7,5; EDTA 1mM (960-X) pL

Amostra Xl
GSSG 12 5mM 20 yL
NADPH 6 mM 20 L

Leitura: 2 minutos a 340nm; a 30°C.

Dosagem de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbittrico

A dosagem plasmatica das espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)

foi utilizada para avaliar a peroxidacédo lipidica das amostras. O método é baseado

na reacado do malondialdeido e outros aldeidos com o acido tiobarbitarico (TBA) em

pH baixo e temperatura elevada, para formar um complexo com absor¢cdo maxima

em 535

nm. Valores até 440 ng/mL sdo considerados normais.

Reagentes:
- Agua ultrapura (deionizada e destilada) ou Agua destilada (H20d)
- Cloreto de Potéssio (KCI) 1,15%

-F

osfato Monobésico de Potassio (KH2PO4) — Tampéo fosfato 75 Mm (pH 2,5)

- Acido Tiobarbitdrico (TBA) 10 nM
- Solucédo Padrao MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20uM
- Alcool n-Butilico
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Preparo do Plasma: 1) As amostras de sangue foram coletadas em tubo com
EDTA e permaneceram por um periodo de 20 minutos em descanso, sob Banho

Maria a 38°C. 2) Foram centrifugadas a 1500rpm, durante 20 min e separadas

Preparo final dos controles e amostras 1) O TBA foi preparado no mesmo dia
da leitura; 2) Foi separado 2 tubos de ensaio para cada amostras (ensaio em
duplicata); 3) Pipetou-se 1 mL do reagente TBA para cada tubo; 4) Os tubos de
nimero 1 receberam 500 pL de Agua destilada — controle branco, e os tubos de
numero 2 receberam 500 pL de solugéo padrao TBARS — controle padréo TBA; 5) A
partir dos tubos de numero 3 foram adicionadas 500 ul das amostras a serem
analisadas; 6) Os tubos forma colocados em banho Maria a 94°C durante 1h; 7)
Apo6s 1h resfriamos os tubos a temperatura ambiente por 15 minutos; 8) Pipetou-se
4 mL de alcool n Butilico em cada tubo; 9) Tampamos os tubos com rolhas
apropriadas e homogeneizamos as amostras com um vértex; 10) Centrifugou-se os

tubos 2500 rpm durante 10 minutos

Leitura em Espectofotdmetro: 1) Ajustamos o espectrofotometro em 535 nm;
2) Zeramos o aparelho com o CONTROLE BRANCO (tubo 1); 3) Dosamos as
amostras contidas nos tubos

Célculo do valor de TBARS da amostra: O valor final de TBARS da amostra,

em ng/mL (ou nmol/mL) é obtido pelo emprego da seguinte formula:

TBARS = A média x F, no qual: A média = (A1+A2)/2

F = ([padrédo TBARS] x 440,61)/ A padrdo TBARS, como a solugdo padréo
MDA utilizada tem concentragéo de 10nM temos:

F =10 x 440,61/ A padréo TBARS,

F = 4406,1/A padrao TBARS
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that results in the formation of sickle hemoglobin (HbS) [1], The
phenotypic expression of SCD patients is complex and characterized
by intermittent vaso-occlusion events, Increased susceptibility to
infections, chroni¢ inflammatory disease. and  microvascular
damage in all organs [2-5),

The molecular basis for HbS formation is known, but the
mutation by itself 15 not sufficient to explain the heterogencous
phenotype found in SCD patients, such as pain episodes, acute
chest syndrome, neurological complications, leg ulcers, and other
symptoms. However, since the first description of sickle-shaped
erythrocytes in 1910 by Herrick [6], the understanding of SCD
pathophysiology has gradually increased,

Among the new evidence, oxidative stress processes have been
increasingly related to SCD pathophysiology [7]. The increased
production of pro-oxidant elements is caused by intrinsic disease
mechanisms, such as increased activity of several oxidases
(NADPH oxidase and endothelial xanthine oxidase) 18.9], HbS
autoxidation |10}, heme iron release, increased asymmetric
dimethylarginine [11,12], uncoupling of nitric oxide synthase
(NOS) activity, and decreased nitric oxide (NO) levels [13). As the
antioxidant defense systems in SCD are affected and/or are not
efficient enough to neutralize excessive production of oxidant
species [ 14,15], chronic oxidative stress is established, being a
critical factor in endothelial dysfunction, inflaimmation, and
damage to multiple organs | 16].

Even with better understanding of several mechanisms involved
in SCD, eg. the consequences of HLS polymerization, clinical
management of the disease is still basic and. although much
evidence gives suppart to the use of blood transfusion and hydro-
xycarbamide in some circumstances, no drugs have been specifi-
cally developed to target the pathophysiology of this disease |17
Many studies have been carried out to elucidate oxidative stress in
SCD or even In red blood cells (RBCs), and some antioxidant
therapeutic passibilities, but to our knowledge this is the first work
focusing specifically on normal and sickle erythrocyte redox meta-
bolism, and its implications for body antioxidant systems and SCD
pathophysiology, and on current antioxidant strategics to attenuate
oxidative stress, thus improving SCD patients’ condition. In this
review, we briefly overview the implications of the HbS presence in
erythrocyte redox metabolism and the use of antioxidant thera-
peutic strategies in SCD.

Erythrocyte role in the maintenance of body antioxidant
systems

Reactive oxygen species (ROS) production is a steady-state
event in respiring cells. In erythrocytes, Hb can represent an
additional and quantitatively significant source of superoxide
(0,7 ) generation in biological systems. There i5 an electron
transfer in the bonding interaction between the heme and the
0, In oxygenated Hb [ 18], When Hb deoxygenates, the heme fron
normally remains in the Fe(ll) ferrous state. In this exchange,
alterations wherein Hb autoxidizes result in methemoglobin and
05" formation [19]. There 1s a normal “physiologic” rate of red
cell methemoglobin formation that provides a continual source of
02"~ production, which in turn generates hydrogen peroxide
(H;0;) and O, as enzymatic dismutation by-products |20], Thus,
perturbations in erythrocyte function and structure can lead (o an
enhanced flow of pro-oxidant generation that can lead to oxidative
stress.

To counteract oxidative stress, erythrocytes have a sell-
sustaining activity of antioxidant defense enzymes, including
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxi-
dase (GPx), and glutathione reductase (GR), in addition to low-
molecular-weight antioxidants, such as glutathione (GSH) and

vitamins E and € [21]. Furthermore, RBCs have a plasma mem-
brane redox system that transfers electrons from intracellular
substrates to extracellular electron acceptors, which may be NAD*
or vitamin C [22]. Therefore, RBCs uniquely function to protect Hb
via a selective barrier allowing gaseous and other ligand transport
as well as providing enzymatic mechanisms to maintain Hb in a
functional nontoxic state [23], providing antioxidant protection
not only to themselves but also to other tissues and organs in the
body |24].

In healthy individuals, the erythrocyte number exceeds
4% 10"/L in crculating blood, which comprises approximately
one-quarter of the total body cell number |25-27). Thus, erythro-
cytes are among the most abundant cell types in a human body
|28-30), The usual erythrocyte life span approaches 100-120 days
|25-27]. Thus, in an individual with 5 L of blood, more than 10"
erythrocytes are newly formed and removed cach day |25-27),
meaning the erythrocyte generation rate is closely coordinated
with their removal by the reticuloendothelial system [31), Ery-
throcytes lack nuclei and mitochondria, critical elements in the
apoptosis machinery. Thus, dying erythrocytes were considered to
be eliminated by mechanisms other than apoptosis |32-34).
However, aged erythrocyte clearance shares apoptosis hallmarks,
such as cell shrinkage, cell membrane blebbing, and cell mem-
brane scrambling leading to phosphatidylserine exposure at the
cell surface |35). Owing to similarities to apoptosis, the term
eryptosis has been coined to describe the suicidal erythrocyte
death |36].

Eryptosis may be elicited by several cell stressors, including
osmotic shock [37), energy depletion [38), and oxidative stress
|38-40]. Before senescence, erythrocytes may experience injury,
which may compromise their integrity and survival [35], On
average RBCs pass once a minute through the lungs, where they
are exposed to oxidarive stress. More than once an hour they
travel through the kidney medulla, where they face osmotic shock.
Erythrocytes have to squeeze through capillaries that are smaller
than the cells |36]. Thus, the erythrocyte's integrity is constantly
challenged [41], Human erythrocytes are also exposed to pro-
oxidative actions of ROS produced in the circulation |21 as well as
to a wide range of environments for each vascular circuit and are
exposed 1o a variety of xenobiotics along their lifetime [41]. Under
these conditions affected erythrocytes may undergo eryptosis,
leading to removal of injured erythrocytes before hemolysis.
Enhanced eryptosis may also result from genetic defects of
erythrocyte enzymes, such as glucose-6-phosphate dehydrogenase
{G6PD) deficiency, or of Hb synthesis, such as thalassemia or SCD
|26}

Sickle erythrocytes: a pro-oxidant machine

Sickle erythrocytes are characterized by the presence of HbS,
Instead of the normal HbA. Upon deoxygenation within the
microcirculation, HbS molecules alter their configuration, exposing
some hydrophobic residues that rapidly associate with hydropho-
bic regions of adjacent molecules in the aqueous cell compartment
|42), This process of self-assembly or polymerization/sickling
generates nigid HbS fibers that distort and damage the RBC
membrane and cytoskeleton and alter REC biochemical properties.
HDS polymerization is reversible; fibers “melt” as oxygen is taken
up by the HbS and the normal discoid shape returns [42),

One of the important pro-oxidant sources in SCD are sickle
erythrocytes, in which the unstable autoxidative HbS and
increased metabolic turnover due to recurrent HBS polymeriza-
tions and depolymerizations cause increased ROS generation
[43.44]. The higher energy expenditure due to the increased
metabolic turnover upon polymerization and depolymerization
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results in higher ROS production in sickle erythrocytes [43,45).
Hence, sickle erythrocytes have been reported to generate twofold
greater amounts of 0" ~, Hy0,, hydroxyl radical (HO*), and lipid
oxidation products compared with HbA-containing erythrocytes
| 18,44,46-49], The increased and unremitting pro-oxidant genera-
tion in SCD results in excessive antioxidant consumption and thus
antioxidant deficiency [43,50,51), RBC SOD activity has been
shown to increase in some SCD studies [52-54], which concluded
that this may be a defense mechanism in response to increased
oxidative stress and could possibly cause a H,0, buildup, whereas
other works showed decreased SOD activity [15,55,56]. According
to Schacter et al. [15], decreased RBC SOD is related to disease
severity In SCD patients compared with healthy volunteers,

H,0, is produced either via a two-clectron transfer or as a
result of sickling and it is removed by two main antioxidant
enzymes: GPx and CAT [18,52,57], CAT is usually more important
than GPx because of its ability to degrade Hy0; without consum-
ing cellular reducing equivalents (GSH or NADPH), which is an
energy-efficient way of removing H,0; [41]. There is a discrepancy
between studies on SCD CAT levels: some studies have shown
decreased CAT activity in transgenic sickle mouse models |56] and
likewise in SCD patients [55,58]. In contrast, Manfredini et al, [54]
observed increased CAT levels in SCD patients, in agreement with
another study done by Das and Nair [52]. The increase in CAT
might be a protective effect to scavenge H,0, whereas the
decreased levels might be due to the overwhelming and chronic
oxidative stress [59]. An additional hypothesis is that elevated
antioxidant enzyme levels in sickle erythrocytes might also be a
consequence of higher reticulocyte content in SCD patients’ blood.

Another important enzyme related to the antioxidant defense
In erythracytes is G6PD, the regulatory enzyme of the pentose-
phosphate (PP) pathway. Because RBCs do not contain mitochon-
dria, the PP pathway is the only source of NADPH in erythrocytes
|60}, playing an important role in the NADPH-dependent antiox-
idant defense |61,62]. G6PD deficiency is the most common
human enzyme defect, affecting over 400 million people world-
wide |60), and it has been associated with increased oxidative
stress |63, The interaction of GEPD deficiency and SCD has been of
interest: various studies have suggested that G6PD deficiency has
a beneficial |64,65), deleterious |66,67], or no influence upon the
course of SCD [68,69]. However, the influence of the interaction of
these disorders on oxidative stress markers is still unclear.

Glutathione, a cofactor for GPx to reduce H;0,, is easily oxidized
to glutathione disulfide (GSSG) by oxidant compounds. GSH concen-
tration is significantly reduced in SCD patients |51,57], with some
studies noting a 30% decrease in sickle erythrocytes compared with
normal erythrogytes [70), GPx concentrations are also reduced
155,71}, with a direct relationship to the disease sevenity |56
A contrasting study by Gizi et al, |53] reported higher GPx activity
compared to controls, whereas no significant difference was found
regarding the activity of GR. a key enzyme in the regeneration of GSH
from GSSG by using electrons from NADPH, As commented, sickle
erythrocytes are characterized by decreased GSH concentrations
43,72}, even though its de novo synthesis and recycling rate have
been shown to be higher compared to healthy erythrocytes [51).
These studies suggest that the pro-oxidant overabundance may lead
to the consumption or inactivation of these protective elements.

Under normal conditions 95% of the intracellular glutathione is
present in its reduced form (GSH) | 73). The disulfide form (GSSG)
can be either recycled to GSH or removed from the intracellular
environment through specialized transporters, such as multidrug
resistance-associated protein-1 (encoded by the ABCCI gene),
located in the erythrocyte cell membrane |74,75]. The mechanism
for sickle erythrocyte GSH deficiency has not been determined yer,
Nur et al. |76] demonstrated an increased GSSG efflux in sickle
erythrocytes that can be a protective action, because GSSG is an

oxidant itself and its enhanced excretion under oxidative condi-
tions prevents the potentially toxic effects of its intracellular
accumulation |77]. But increased GSSG efflux could play an
Important role in GSH depletion in these cells, Erythrocytes are
not only a main ROS source in SCD but also endure the brunt of the
intracellular oxidative stress [44,75].

Other low-molecular-weight antioxidants suffer alterations due to
excessive ROS generation. SCD patients have approximately a 40%
reduction in plasma carotene level and a 30% reduction in vitamin E
levels [70.79] and reduced ascorbic acid levels |80, More recently,
Gizi et al. [53] also showed lower levels of vitamins A, C, and E and
antioxidant compounds (an overall antioxidant capacity measure) in
SCD patients compared with normal counterparts, In contrast,
Shimauti et al. [81] reported higher antioxidant compounds, but
ones that correlated positively with lipid peroxidation in SCD
patients, suggesting that even higher antioxidant levels were not
enough to counteract oxidative stress in SCD patients.

High lipid peroxidation levels have been extensively described
in SCD [47,54-56,58,81-87], because sickle erythrocytes showed
both an increased endogenous extent of oxidized lipid and an
increased susceptibility to further lipid peroxidation, compared
with HbA-containing erythrocytes |48,52,88,89], and also a rise in
intracellular Ca** [90]. In addition to lipid peroxidation, increased
intra- and extraerythrocytic oxidative stress induces membrane
instability with high phosphatidylserine (PS) exposure percentage.,
contributing to accelerated intravascular hemolysis [5,91-93] that
drives increased endothelial ROS generation. Furthermore, exter-
nalization of PS ar the outer side of erythrocytes may act as a
catalytic surface on which various coagulation factors can interact,
resulting in a condition of hypercoagulability [94).

The repeated polymerization/depolymerization process can
lead to a vicious cycle inciting blood cell adhesion, hemolysis,
vaso-occlusion, and ischemia-reperfusion injury [59), in other
words, multiple sources of pro-oxidant processes with consequent
chronic and systemic oxidative stress. For this reason, newer
therapeutic agents that can target oxidative stress may constitute
a valuable means of preventing or delaying the developmenr of
organ complications |5,95.

Antioxidant therapeutic strategies in SCD

Several studies have demonstrated a significant increase in
stress markers in SCD, and protective mechanisms such as anti-
oxidants are often decreased [7,54.92,96,97 . In SCD the benefit of
life-long treatment with antioxidants may be more promising,
because the onslaught of oxidizing agents is widespread in the
body and probably commences in the first year of life and
continues from then on at a high intensity [95]. Thus, the
demonstration of a reduction in oxidative stress parameters and
of the prevention of pathophysiologic events due to the use of
drugs with antioxidant properties in SCD patients indicates that
the use of therapeutic antioxidants may represent a fundamental
issue in the attenuation of several oxidative stress consequences of
the disease. However, owing to the complexity of the SCD
pathophysiology, there are few available clinical trials, mainly
phase 111 ones, which limits the cvaluation of the impact of
antioxidant therapies on disease symptoms, However, in vitro
studies, observations in animal models, and studies involving SCD
patients have shown interesting and optimistic results (Table 1),

Hydroxycarbamide

Currently, hydroxycarbamide, or hydroxyurea (HU), is the
only disease-modifying therapy approved for SCD; the increased
synthesis of fetal Hb (HbF) is the main effect of this drug [98].
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Table 1 end-products, suggesting that enhanced sickle erythrocyte oxidant

Sumimary of main antloxidant effeces of varlous therapeutic strategies on the
oxidative stress attenuation in SCD.

Drug/treatment Main antioxidant elfect on oxidative stress in 5CD
Hydroxyurea Decreases lipid peroxkdanon and
enhances NO metabolites
Iron chelators Decreases iron toxicity and lipid peroxidation
Glutamine Increases the NAD redox potential and NO generation
weLipoke acid Decreases phasma procein carbonyls, increases NF-«fi and
gutathione synthesis
Acetyl-camitine  Decreases lipid peroxidation
Statins Increases NO metabolites
Zine Increases antioxidant power and plasma
nitrite and nitrate
vArginine Increases plasma NO
Inhaled NO Increases NO bioavailability

Tetrahydrobdoptenn  Increases eNOS activity and NO prodfuction

Neacetylcysteine Increases giutathione synthests
Vitamin E Decreases lipid peroxidation and ROS production
Vitamin C Decreases ROS production and increases

glutathione concentration

NO, nitric oxscde; eNOS, endothedial nitric axide synthase, NAD, nicotinamide adenine
dinuclcotide; ROS, reactive oxygen species.

The augmented HbF expression reduces several oxidative stress
biomarkers and NO scavenging in both sickle cell mice and SCD
patients |58,86,99,100], Other results also showed that increasing
concentrations of HbF, a protective effect of HU, is directly
proportional to the increase in CAT activity and GSH levels and
decreased lipid peroxidation [58,99], Thus, HOF reduces the
number of painful vaso-occlusive crises and seems to reduce
hemolysis [101,102],

Another pathway through which HU enhances antioxidant
capacity of sickle erythrocytes is by inducing GPX1 expression,
whose activity plays a role in reducing membrane lipid peroxida-
tion, promoting membrane stability, and thereby probably redu-
cing hemolysis [103). In addition to this observation, HU can
directly protect the RBC membrane when exposed to oxidizing
agents, reducing lipid peroxidation [104]. Ghatpande et al. [105]
demonstrated. through analysis of the sickle RBC membrane, that
in vitro HU treatment increased antioxidant enzymes, such as
catalase, thioredoxin peroxidase, and flavin reductase, suggesting
an RBC-adaptive response to oxidative damage.

Furthermore, HU showed a capacity as a NO donor. based on
reports of enhanced NO metabolite levels as well as cGMP in SCD
patients within 1-2 h after its administration | 106-108]. By redu-
cing vaso-occlusion and hemolysis alone, HU administration could
have a major impact on total oxidative stress in SCD. It is
important to note that in addition to the effect of increasing HbF
levels, HU also can reduce hemolysis markers, increase total Hb
amount, and decrease reticulocyte number and adhesion molecule
expression, among others [109-111].

Iron chelators

Iron overload in SCD is usually associated with recurrent
hemolysis, frequent blood transfusions, and an iron-rich diet.
SCD patients require regular blood transfusions to manage acute
and chronic complications [ 112=114], As humans have no physio-
logical mechanism to actively eliminate iron overload, the exces-
sive labile iron in the circulation promotes ROS generation through
Fenton and Haber-Weiss reactions [ 115], Thus, to avoid excessive
oxidation of biomolecules by ROS due to iron overload. SCD
patients are often treated with iron chelators,

Among the available iron chelators, deferiprone has been
shown in vitro and in vivo to decrease iron associated with sickle
erythrocyte membranes and H;Oz-mediated lipid peroxidation

production and cell damage are partially dependent on catalyti-
cally active iron | 116). Desferoxamine, a cell-impermeative chela-
tor. has been shown to attenuate blood cell adhesion in cerebral
venules of SCD mice |9]. Deferasirox has shown efficacy in iron
chelating, reducing oxidative stress parameters in f-thalassemia
and myelodysplastic syndrome patients that were transfusion-
dependent [117-120) In SCD patients, Belini Junior et al. [121]
demonstrated, in a longitudinal study, the antioxidant and iron-
chelating effects of deferasirox. SCD patients showed decreased
lipid peroxidation levels and iron parameters, in addition to
increased overall antioxidant capacity levels.

Glutamine

Glutamine plays an additional antioxidant role through pre-
servation of intracellular NADPH levels, required for GSH recycling.
In vitro studies with glutamine have shown an antisickling
property in RBCs [122,123], Glutamine oral supplementation in
5CD increases the NAD redox potential and may decrease sickle
erythrocyte adhesiveness | 124], RBC glutamine depletion has been
associated with elevated tricuspid regurgitant jet velocity, hemo-
lysis, and oxidative stress markers in SCD patients |13, These
observations have led to a phase Il trial of oral glutamine therapy
for hemolysis-associated pulmonary hypertension in SCD and
thalassemia (NCT01048905). Another phase Il clinical trial is
currently under way to determine whether a 48-weck course of
glutamine supplementation reduces vaso-occlusive events in
adults with SCD (NCTO1179217).

a-Lipoic acid and acetyl-t-carnitine

In vitro supplementation of «-lipoic acid is known to have
potent antioxidant properties. It can inhibit sickling by 50% [125];
decrease plasma protein carbonyls, urinary isoprostanes, and low-
density lipoprotein oxidation [126]; protect peroxyl radical-
induced hemolysis; and increase GSH synthesis [ 127]. The cellular
stress response is related to increasing antioxidant gene expres-
sion, NF-xB. and GSH synthesis | 128].

Acetyl--camitine is an essential nutrient that facilitates the
entry of long-chain fatty acids into the mitochondria and decreases
lipid peroxidation in rissue, Based on in vitro observations, Ronca
et al. [129] suggest that this nutrient may be beneficial in main-
taining the normal shape of sickle erythrocytes at low oxygen
tension and In decreasing the peroxidative damages that accumu-
late during RBC life. A recent study in SCD also suggests a benefit in
cardiac function [130].

The association of «-lipoic acid and acetyl-t-carnitine has a
synergistic antioxidant effect in reversing oxidative stress arising
from iron overload [131], and a phase 11 trial s now evaluating
their efficacy in decreasing vaso-occlusive events {NCT01054768).

Sratins

Statins are believed to mediate their effects through prevention
of endothelial injury via direct action on NO production [ 132,133
The clinical benefit derived from statins is mediated via improved
endothelial function, as shown in diseases such as diabetes. stroke,
metabolic syndrome, and cardiovascular disease, but their effects
in SCD are not known | 134]. [n SCD, results from transgenic sickle
cell mice showed that lovastatin (a type of fermentation-derived
statin) inhibits endothelial expression of tissue factors induced by
hypoxia and reperfusion injury [135). Hoppe et al, [ 136, in a pilot
study, observed increased plasma NO metabolites and decreased
C-reactive protein in SCD patients using simvastatin (a type of
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fermentation-derived statin), suggesting a potential therapeutic
role for SCD vasculopathies.

Other clinical trials involving SCD are in progress using simvas-
tatin (NCTO0508027) and atorvastatin (NCTO0072826); thus statins
may prove to be a viable option for stopping the vasculopathy
progression.

Zinc supplementation

Zinc deficiency is common in adult SCD patients | 137-139].
Zinc supplementation of SCD patients has been shown to decrease
oxidative stress, incidence of infection, and inflammatory cytokine
generation [140), The mechanism of zinc functioning as a site-
specific antioxidant has been widely investigated, At least two
mechanisms have been proposed: (i) the competition of zinc with
iron and copper for binding to cell membranes and some proteins,
which displaces these redox-active metals, and (i1) zinc can bind
the SH groups in proteins, which protects them from oxidation
[141]. Furthermore, zinc has been recognized as an inhibitor of
NADPH oxidases to reduce generation of ROS and it is also a
cofactor of SOD. Another study found that zinc reduces the
irreversibility of sickled cells, but this antioxidant did not accom-
plish a clinically measurable ameliorating effect, such as reducing
the degree of hemolysis | 142,

t-Argimine, tetrahydrobiopterin (R-BHg). and inhaled NO

In SCD patients, NO bioavailability can be reduced in several
ways, eg., via an increase in free 0", through the products of
hemolysis (free heme and arginase), and through the “uncoupling”
of endothelial NOS (eNOS) [39), In addition to its role in vascular
tone, blood flow, and adhesion, NO is also known (o possess
antioxidant properties, two of the most noteworthy being 0,°
scavenging and heme oxygenase induction | 143], Because of the
importance in maintaining proper NO levels, exogenous NO
treatment is often beneficial.

In addition to the evidence for HU increasing NO metabolite
levels, arginine therapy in transgenic knockout sickle mice has
been demonstrated to improve NO bioavailability and microvas-
cular function and reduce hemolysis and oxidative stress [56,144),
In SCD patients with pulmonary hypertension, arginine supple-
mentation increases plasma NO and rapidly decreases pulmonary
artery pressure |[145]. When given in combination with HU,
arginine therapy of SCD patients seems to increase NO bicavail-
ability | 146,147]. Otherwise, a phase Il clinical trial found that NO
amounts did not increase in patients using arginine compared to a
placebo group (NCTDD513617).

Normally, through the catalytic acticn of eNOS, R-BH, transfers
an electron in the oxygenase domain, converting -arginine into
NO and w-citrulline. A deficiency of R-BHy can lead to the produc-
tion of 0,"" wia the uncoupling of eNOS [148]. In cultured
endothelial cells, a deficiency of R-BH; was shown to uncouple
eNOS, whereas its supplementation completely restored eNOS
activity and increased NO production [149]. The combined effects
of these studies demonstrate the vital role of R-BH, in assisting in
eNOS function and thus its potential as a treatment for SCD | 150,

Measurements of decreased exhaled NO In SCD patients with
acute chest syndrome (ACS) suggest that these patients may
benefit from NO therapy [ 143.151]. A case report showed a variety
of beneficial effects, including increased plasma NOx, in inhaled
NO treatment used to treat SCD patients with ACS and nonhemor-
rhagic stroke [ 152]. Indeed, it has been reported that inhaled NO
improves tissue oxygenation and reduces pain in SCD patients
| 153,154, although it remains unclear whether this effect reflects
an improved oxygen affinity of HbS |155),

Other approaches to increasing NO bioavailability include
phase 1 and 11 clinical trials evaluating sodium nitrite, niacin, and
R-BH, (NCT01033227, NCTO0508989).

N-acerylcysteine

N-acetylcysteine {NAC) is an important antioxidant with pleio-
tropic effects on inflammation and vasomator function, NAC
readily enters cells and within the cytoplasm it is converted to -
cysteine, which is a precursor of GSH [156,157). Gibson et al. [158]
demonstrated, in vitro, that NAC could effectively block the
formation of dense cells and irreversible sickle cells. SCD patients
treated with NAC at a dose of 2400 mg increased intracellular GSH
levels and reduced dense cell formation | 159], In another study it
was observed that NAC at both 1200- and 2400-myg doses seemed
to decrease hemolysis (detected by reductions in cell-free hemo-
globin concentrations) and oxidative stress (evidenced by reduc-
tions in sickle erythrocyte phosphatidylserine expression and
plasma levels of advanced glycation end-products) [160].

Vitamin E and vitamin C

Supplementation of vitamins C and E in SCD patients has
conflicting reports in the literature. In vitro, preincubation of sickle
erythrocytes with vitamin E decreased the susceptibility to perox-
idation, This finding was also observed in vivo, whereby those
individuals with vitamin E deficiency showed increased levels of
lipid peroxidation compared to control subjects | 161,162 Ohnishi
et al. [125), both in an ex vivo study and in a pilot clinical trial,
demonstrated that a cocktail consisting of daily doses of vitamin E,
vitamin C. and garlic extract may be beneficial to SCD patients.
Another study found that after only 10 weeks of vitamin E
supplementation, the irreversibly sickled red cells decreased from
25 to 11X [163]. Amer et al. [14] also observed a decrease in sickled
RBC and ROS markers and an increase in GSH concentration. In a
study with SCD children supplemented with a-tocopherol, the
percentage of irreversibly sickled cells was significantly reduced
and the resistance of the cells to lysis was increased [ 164]. On the
other hand, in other studies the vitamin E supplementation did not
improve ancmia or markers of hemolysis, oxidative stress, and
inflammation in SCD patients | 142,165].

Vitamin € supplementation efficiently decreased ROS produc-
tion while it increased GSH concentration. It may be through these
effects that ascorbic acid supplements were shown to also prevent
H305-induced hemolysis | 14]. Ascorbic acid and dehydroascorbic
aad supplements have also shown to inhibit dense RBC formation
and to decrease lipid peroxidation levels in SCD patients [126),
despite Arruda et al. [ 165] and Muskiet et al. | 142] having found no
significant differences in SCD patients,

Conclusions

The presence of HbS in erythrocytes not only causes erythro-
cyte deformation and biochemical alterations that enhance hemo-
lysis and eryptosis, but is also responsible for increases in ROS
production and oxidative stress, Nevertheless the classical ther-
apeutic strategies for SCD treatment (L.e.. blood transfusion and
hydroxycarbamide) have mainly focused on increasing the non-
sickled cell amounts or HbF levels. Several studies have pointed
toward the great efficacy of therapeutic drugs that decrease ROS
consequences in SCD, Le, decrease lipid peroxidation levels In
plasma, including hydroxycarbamide, These studies often indicate
that oxidative stress mitigation by various antioxidant therapeutic
approaches generally results in the amelioration of the health
conditions of SCD patients, but for the most part they refer only to
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blood oxidative stress parameters. There are few studies regarding
oxidative stress in SCD that have focused on the role of the
erythrocytes In ROS generation and the molecular strategies
triggered by these cells that could be important for the attenuation
of general blood oxidative stress, Therefore more studies on
oxidative stress biomarkers and antioxidant therapeutic strategies
that reduce oxidative stress generation in erythrocytes, as dis-
cussed in this review, remain a worthy and promising goal, which
might lead to more specific and effective prognostic information
for SCD patients and to the development of more efficacious
therapeutic drugs for mitigating oxidative stress in sickle erythro-
cytes, thus alleviating the disease outcome,
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Abstract

The integration of the several clinical and laboratory dimensions and the influence of each
parameter on the sickle cell disease (SCD)-related mortality is useful for predicting the
phenotype of an individual. This study evaluated the feasibility of the SCD severity
calculator use to measure disease severity in Brazilian patients. The study group was
composed of 500 SCD patients (440 HbSS and 60 HbSC) diagnosed by molecular
biology. We observed a decrease in severity scores in 72 SCD patients assessed before
and after the hydroxyurea (HU) use. Furthermore, the HU influenced the increase of mean
corpuscular volume (MCV) and HbF concentration, and the decrease of leukocytes and
total bilirubin. We found 180 (36.0%) patients with intermediate phenotype, 170 (34.0%)
mild phenotype and 150 (30.0%) with severe phenotype. Patients with ages > 40 years
had higher mean score (0.778 £ 0.177) than patients between 18-40 years (0.562 + 0.152)
and patients between 5-17 years (0.322 + 0.145). We observe that there is a tendency of
individuals with leg ulcers, avascular necrosis and cardiac complications with increasing
age. Correlation analysis showed relations between severity scores with leukocytes,
reticulocytes, bilirubin, lactate dehydrogenase, HbS, haemoglobin and haematocrit
(p<0.05). Several comparisons involving age groups, SCD genotype and phenotypic
classification had satisfactory results and this classification will be used for future studies
involving genetic polymorphisms, response to treatment with hydroxyurea and oxidative
stress markers in SCD.

Keywords: haemoglobin S, sickle cell anaemia, hydroxyurea
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g Introduction
4
g Sickle cell disease (SCD) is characterized by a very heterogeneous clinical course
7 between patients with the same mutations for sickle haemoglobin (HbS), ranging from
8 patients who have normal life expectancy with relatively few complications. Others can
?0 have severe complications such as pulmonary hypertension, priapism, stroke, leg
1" ulceration, recurrent painful episodes, acute chest syndrome (ACS) and avascular
12 necrosis of bone (AVN) (Stuart & Nagel, 2004).
:3 The molecular basis for HbS formation is known, but only the mutation (HBB,
15 glubval, rs334) is not sufficient to explain the heterogeneous phenotype found in SCD
16 patients, other factors such as HbF levels (Platt et al, 1994, Bailey et al, 1992; Fox et al,
:; 1990; Charache et al, 1995; Ohene-Frempong et al, 1998; Serjeant et al, 2001), a-
19 thalassaemia co-inheritance (Higgs et al, 1982; De & Serjeant, 1991; Mouele et al, 2000;
2‘1’ Hsu et al, 2003; Mukherjee et al, 1998; Powars et al, 2002), genetic polymorphisms (De
22 Castro et al, 1998; Hoppe et al, 2004; Hoppe et al, 2007; Nolan et al, 2006; Sullivan et al,
23 2001; Zimmerman et al, 1998; Zimmerman & Ware, 1998; Fertrin & Costa, 2010; Sharan
gg et al, 2004; Taylor et al, 2002), hydroxyurea use (Zimmerman ef al, 2004; Ware et al,
26 2002; Steinberg et al, 2003; Steinberg et al, 2010; Ballas et al, 2006) and environmental
27 factors (Steinberg, 2009) have been identified as modulators of SCD.
gg Even with improved knowledge of the human genome, development of new
a0 genomic tools and identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated
31 with subphenotypes of SCD by genome-wide association studies (GWAS) (Lettre, 2012),
gg there is still a major challenge to combine all these variables and establish potential
34 predictors of the SCD severity. Thus, the knowledge of these determinants may help to
35 unravel the pathophysiological mechanisms underlying the disease process, to identify
g? novel targets for therapeutic interventions, and 1o enhance palient care (van den Tweel et
38 al, 2010).
33 On the other hand, a number of SCD severity classification have been proposed,
a1 aiming at the integration of many clinical and laboratory dimensions and the influence of
42 each parameter on disease-related mortality (Cameron et al, 1983; Joly et al, 2012;
ﬁ Pearson et al, 2005; Solomou et al, 2013; van den Tweel et al, 2010). Therefore, a
45 meaningful single synthetic measure of morbidity and/or risk of death within a given period
46 is clinically useful to understand the relationships among clinical and laboratory measures
:; of disease expression and to identify genetic variants that impact the disease severity
49 (Coelho et al, 2012).
g? An impediment to this objective has been the inability to integrate the many clinical
52 and laboratory dimensions of the disease into a single measure of disease severity using
53 traditional statistical methods. Furthermore, many results of haematological and
g; biochemical tests are usually found outside of normal values hindering the prediction of
56 disease severity.
57 Sebastiani et al. (2007) developed a predictive model of disease severity using a
gg Bayesian network modeling approach in which the 5-year mortality risk was projected as a
80 disease severity score and can be used in other studies involving clinical and laboratory

variables. But, the data on the patients were derived from United States residents and the
application of this tool in individuals from others populations like in Brazil should be tested.
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In this study, we aimed to evaluate the feasibility of the calculator use for disease

severity (http://www.bu.edu/sicklecell/ldownloads/Projects) and to classify the Brazilian
SCD patients according to the range of scores established.

Methods

Study design, Patients and Data collection

An observational study involving 500 SCD patients (237 males and 279 females
with a mean age of 25.1 ranging between 5 and 65 years old) receiving medical care at
State Institute of Hematology “Arthur de Siqueira Cavalcanti”, Rio de Janeiro (HEMORIO)
were included in this analysis. Eligible patients were 5 years old or older, and the patients
were excluded if they were smokers, consumers alcoholic drinks, or pregnant. All patients
were under follow-up according to Clinical Protocols and Therapeutic Guidelines for SCD
patients from Brazil (BRAZIL, 2011; BRAZIL, 2010). Laboratory values, clinical events,
hydroxyurea treatment, and regular blood transfusion were taken from the clinical records.
We considered the patients who were using hydroxyurea over 90 days. All subjects gave
their informed consent, and the study was approved by the Data Safety Monitoring Board
(DSMB) according to Brazilian Regulations. To evaluate the severity scores in patients
before and after HU use, we used 72 SCD randomized patients adherent to the HU use
(mean age of 36.4 years old) from HEMORIO.

Haemoglobin phenotypes and genotypes

Haemoglobin was identified using electrophoresis on cellulose acetate at pH 8.6,
and using agar electrophoresis at pH 6.2. Hb fraction quantification was obtained using
high performance liquid chromatography (HPLC) with the automated VARIANT™
equipment (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). In all samples, the Hb genotype was
developed through molecular analysis using PCR-RFLP and PCR-EA (Belini et al, 2010).

Sickle cell disease severity calculator

We used the tool “Sickle Cell Disease Severity Calculator”, available from
http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects, for calculation of severity scores and
classification of patients into categories by phenotype (mild, intermediate, severe). This
tool was developed through a Bayesian network modeling using 25 clinical and laboratory
variables to estimate the severity of SCD in a study involving 3380 patients followed in the
Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD). The network model calculates the
death risk within 5 years and considers this risk as a disease severity score, which ranges
from O (least severe) to 1 (most severe). The predictive value (ie, accuracy of forecasting
death based on a clinical and laboratory profile) of the model was validated in two
unrelated sets of patients and showed high specificity and sensitivity (Sebastiani et al,
2007).

Severity scores computed for this study included the variables recommended by the
calculator: age, acute chest syndrome (ACS), serum total bilirubin, blood transfusion,
lactate dehydrogenase (LDH), mean corpuscular volume (MCV), pain crises, priapism,
absolute reticulocyte, gender, stroke, total leukocyte, genotype of sickle cell disease and
avascular necrosis of bone (AVN). Two parameters required by the calculator “Sepsis” and



Apéndice 158
Page 5 of 21 British Journal of Haematology
1 5
g “systolic blood pressure” could not be used for this study because they were not available
g in the routine medical records, in Brazil.
9, Statistical Analysis
8 Statistical analysis was performed using the Statistica 10.0 and Graphpad Prism 5.0
?0 softwares. Data are expressed as mean * standard deviation and were tested for normal
1" distribution using the Lilliefors test. Data were also tested for homogeneity of variances
12 using Levene's test. Means between the groups were compared by applying the t test or
:3 one-way ANOVA, followed by the post hoc Tukey's test for parametric data, and either the
15 Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test, followed by the post hoc Dunn's test for non-
16 parametric data. In order to assess the degree of association among the variables studied,
:; Pearson correlation for parametric data or Spearman correlation for non-parametric data
19 was used. Categorical data were compared by Binomial test and Pearson Chi-square test
2‘1’ supplemented by Fisher's exact test. A p value of <0.05 was considered statistically
22 significant.
23 Results and Discussion
gg This is the first Brazilian study involving SCD patients that assesses the feasibility of
26 “sickle cell disease severity calculator” to calculate the severity scores of disease and
27 classify patients into phenotypic categories. In this regard, we conducted several
28 > g 3 SUTHE
20 comparisons involving age groups, SCD genotype, HU use and phenotype classification.
30 Initially, we evaluated the HU influences on the disease severity, then we compared
31 haematological, biochemical, clinical data and severity score between patients using and
= not using HU (Table 1). As the age is a factor that influences the disease severity, we
34 separated the patients into three age groups according to calculator (age below 18 years,
32 age between 18 and 40 years, age above 40 years). The HU influenced in the increase in
a7 mean corpuscular volume (MCV) and HbF concentration. Furthermore we observed a
38 decrease of leukocytes amount and of total bilirubin levels in the HU-sample groups. The
33 beneficial effects of HU as increased HbF synthesis, increased hemoglobin and VCM, and
a1 decreased hemolysis markers and number of leukocytes have been characterized in the
42 literature (Steinberg et al, 2010; Halsey & Roberts, 2003; Lobo et al, 2013; Nouraie et al,
ﬁ 2013) (Table 1). However, severity scores in different age groups were not statistically
45 different between patients using and not using HU (Table 1).
46 We cannot affirm that the HU use did not influenced the severity scores because to
:; answer this question would be necessary to calculate the severity score of the same
49 patients before and after the HU use. So, we evaluated the severity score of 72
50 randomized SCD patients (patients adherent and responders to HU treatment) before the
g; HU use (0.641 + 0.194) and after the HU use (0.601 + 0.223) and by paired t-test we
53 verified decrease in the values of the score after the use of HU (p=0.02).
g; Since it was not found difference in severity scores seen in Table 1, we evaluated
56 the distribution of severity scores in the three age groups independent of HU use. In the
57 age group between 5 and 17 years, 13.2% of patients had scores greater than 0.5; the age
gg group between 18-40 years, 60.8% of patients were above 0.5 and in the age group > 40
80 years, 90,8% of the patients had risk of death above 0.5 (Figure 1). These observations

demonstrate that age is a factor that influences the disease severity, ie, the risk of death
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increases with age and this observation has been well documented once age is related to
the natural history of SCD (Frenette & Atweh, 2007; Serjeant, 2013; Serjeant, 1995).

Independent of HU use, patients age > 40 years had the highest mean score (0.778
+ 0.177) followed by patients of age between 18-40 years (0.562 + 0.152) and finally
patients age between 5-17 years (0.322 t 0.145) (p <0.0001) (Figure 2A). This is further
evidence that age affects the disease severity, since 90% of patients > 40 years had
severity scores above 0.5. We believe that this gravity might be a consequence of two
factors, first one would be the management and diagnosis of the disease that were still in
improvement process in Brazil in previous decades, and the other factor would be the less
knowledge of the pathophysiology and treatment of the disease which had at that time
(Serjeant, 2000).

When we separated the patients according to the genotype of the disease, the
mean severity scores were higher in HbSS compared with HbSC (p <0.001) (Figure 2B).
Patients with HbSC disease are usually less severe than individuals with sickle cell
anaemia and HbS-B° thalassaemia (Rees et al, 2010). On average, individuals with HbSC
disease have half the number of painful episodes than sickle cell anaemia patients. Stroke
is less frequent and leg ulcers are rare in HbSC patients (Koshy et al, 1989; Steinberg,
2008; Cameron et al, 1983). Thus, the calculator showed a sensitivity of severity in the
aspect of the SCD genotypes.

According to the observations of the scores distribution in the histograms of our
study group (Figure 1) and with the aid of severity ranges established in this study of
(Sebastiani et al, 2010), we defined the scores ranges for severity and we classified the
patients phenotypes in mild, intermediate and severe. The scores s 0.4 were classified as
“mild phenotype™ independent of age. The score > 0.8 for patients ages > 40 years and
scores 2 0.6 for patients ages < 40 years were considered as “severe phenotype”. The
scores do not corresponding to “mild” and “"severe” phenotype were classified as
“intermediate” phenotype. After determining the score ranges, we classified the SCD
phenotypes and we found that 180 (36.0%) patients had intermediate phenotype, 170
(34.0%) mild phenotype and 150 (30.0%) the severe phenotype.

In each age group, we found statistical difference in the frequency of phenotypes. In
patients aged 5-17 years the mild phenotype (75.3%) was more frequent, followed by
intermediate phenotype (18.9%) and less frequent the severe phenotype (5.8%). In the
patients aged 18-40 years the intermediate phenotype was more frequent (48.6%),
followed by severe phenotype (40.1%) and less frequent the mild phenotype (11.3%). In
patients > 40 years the severe phenotype was more frequent (56.8%), followed by
intermediate phenotype (41.0%) and less frequent the mild phenotype (2.0%). These
observations are consistent with the data presented in Table 2.

Another way to validate the severity calculator was to verify whether the SCD
complications were associated with age or phenotype class. In Table 2, we observed that
there is tendency of higher number of individuals with leg ulcers, avascular necrosis and
cardiac complications with increasing age. The occurrence of priapism in men and number
of painful crisis were lower in subjects between 5-17 years compared with other age
groups. In Table 3, it is possible to verify the association of severe phenotype with stroke,
leg ulcers, cardiac complications and blood transfusion. Pain crises of 3-5 per person in
the last year and avascular necrosis were more frequent in intermediate and severe
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g phenotypes when compared with the mild phenotype. The SCD severity is based on the
4 number of painful episodes, frequency of hospital admissions, priapism, history of stroke,
g acute chest syndrome or sepsis, chronic leg ulcers, pulmonary hypertension, renal
7 impairment, and avascular necrosis of bones (Walters et al, 1996; Platt et al, 1991).
8 Therefore, the results of the disease manifestations demonstrated in the Table 1 and 2,
?0 both age and classes of phenotypes showed association with the severity calculator.
1 The severity score averages separated by age groups and phenolypes are shown
12 in Figure 3. Patients with the same phenotype class showed differences in mean scores
:3 between the age groups. As expected, in mild phenotype, patients 5-17 years (0.254 #
15 0.078) showed lower scores than patients of 18-40 years (0.327 + 0.062) and > 40 years
16 (0.296 + 0.003) (p < 0.001). In the intermediate phenotype, patients > 40 years showed
:; higher mean scores (0.627 + 0.111) compared to the 18-40 years (0.492 + 0.052) and 5-
19 17 years (0.482 + 0.060) (p < 0.001). The same occurred in the severe phenotype,
2‘1’ patients > 40 years exhibited mean scores (0.906 + 0.047) higher than 5-17 years (0.674 +
22 0.055) and the 18-40 years group (0.711 + 0.098), (p <0.001).
23 The few studies associated with disease severity and severity scores have shown
gg lower scores than found for Brazilian patients. (Anoop et al, 2009) found in patients > 18
26 years classified phenotypically by clinicians, mean score of 0.182 for the mild phenotype,
27 score of 0.19 for the intermediate and mean score of 0.866 for the severe phenotype.
gg However, these patients also had lower frequencies of individuals with avascular necrosis,
a0 acute chest syndrome and stroke compared with Brazilian patients > 18 years. Patients >
31 21 years from Boston Medical Center showed the following mean severity scores: mild
gg phenotype (0.16), intermediate phenotype (0.28) and severe (0.95) (Sebastiani et al,
34 2007). These results show that regardless of the form of phenotypes categorization,
35 Brazilian patients have higher mean scores.
g? The degree of relation between severity scores and haemoglobin (p = 0.004, r = -
38 0.20), severity scores and haematocrit (p = 0.001, r=-0.21), severity scores and leukocyte
33 (p=0.02, r=0.10), severity scores and reticulocyte (p = 0.009, r = 0.11) were statistically
a1 significant. Since there is no validation of severity calculator in patients < 18 years
42 (Sebastiani et al, 2007), we have made other correlation analyses removing the group of
ﬁ 5-17 years and found the results: severity scores and haemoglobin (p < 0.001, r = -0.32),
45 severity scores and haematocrit (p < 0.001, r = -0.33), severity scores and leukocyte (p =
46 0.03, r = 0.26), severity scores and reticulocyte (p < 0.001, r = 0.27), severity scores and
:; LDH (p < 0.001, r = 0.28). These results show that when LDH, leucocyte and reticulocyte
49 values increased the severity scores values tended to increase; and when haemoglobin
g‘: and haematocrit values decreased the severity scores values tended to increase. In
52 addition, we analyzed the degree correlation in the phenotype classes without the group 5-
53 17 years and the results are shown in Figure 4.
g; The correlation analyzes allowed us to verify that the disease severity is associated
56 with decreased haemoglobin and haematocrit. Anaemia is directly and easily assessed by
57 measuring the total haemoglobin. Low haemoglobin is linked generally to poor prognosis
gg in SCD with increased risk of many specific complications (Kato et al, 2006; Cameron et
80 al, 1983; Ballas, 1998; Ballas et al, 2010). In the first analyses, the correlation coefficients

were not high, but when we removed the group 5-17 years, the correlation coefficients
increased and other variables became significant. Furthermore, we found that the SCD
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severity is associated with increased of leukocytes, reticulocytes, bilirubin, LDH and HbS.
All these markers are associated with the severity of the disease, e.g., increased
leucocytes have been correlated with increased frequency of pain (Platt et al, 1991),
increased haemorrhagic stroke risk (Ohene-Frempong et al, 1998) and earlier death (Platt
et al, 1994); increased LDH, bilirubin and reticulocytes are laboratory indicators of chronic
hemolytic anaemia. (West et al, 1992; Ballas, 2013; Steinberg, 2008), and the increase in
HbS concentration provides the polymerization, under specific conditions (Vekilov, 2007;
Kato et al, 2009).

Currently there are two models of disease severity that have been validated by
other studies: one involving pediatric patients (van den Tweel et al, 2010) and another
which we are validating (Sebastiani et al, 2007). Thus discussion among different studies
involving severity tools is limited, (Coelho et al, 2012) mentioned that both tools are not yet
the effective tools needed for patient stratification in genotype/phenotype relationship
analyses as well as in the discovery and validation of prognosis markers of the largely
unpredictable SCD clinical course. (Anoop et al, 2009) agree that scores have high
specificity and positive predictive value, but for patients > 40 years start off with a high
score and if data on one or more severity parameters for such patients are unavailable, the
score is likely to be spuriously high.

Importantly, there are already results in the literature showing the relationship
between genotype and severity score. Reported the association of several SNPs (for
example, rs652785 in complement component 8 gene-C8A) and biomarkers (tumor
necrosis factor-a receptor-1 and vascular cell adhesion molecule-1) with the severe
phenotype. (Sebastiani et al, 2010; Dworkis et al, 2011)

The correlation analyzes and comparisons of clinical manifestations in different
groups helped to validate the tool. To complement this study would be important the
phenotype classification of patients by clinicians and then make comparisons between
severity score and the variables studied here. Furthermore, the group of patients <18
years deserves more attention, because the calculator does not contain clinical and
laboratory variables specific to this age which may compromise the generation severity
score. Another observation was in patients classified as intermediate phenotype. In this
group we have not found significant correlations as in the other two phenotypes classes
(mild and severe). In this group we found patients with very heterogeneous haematological
and biochemical characteristics, which prevented the significant correlations. Maybe a
subdivision of the intermediate phenotype could be done in these patients, fulfilling other
criteria for classification. Moreover, the incorporation of genetic polymorphisms that
participate in relevant pathological events of SCD (eg, rapid destruction of sickle cells,
dense cell formation, and adhesion to endothelium) might improve the utility of the scoring
system.

For our study the severity calculator showed high sensitivity and positive predictive
value. Several comparisons involving age groups, SCD genotype and phenotype
classification had satisfactory results and this classification will be used in future studies
involving genetic polymorphisms, response to treatment with hydroxyurea and oxidative
stress markers in SCD.
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1

2

3 Table 2. Complications of sickle cell disease separated according to age groups.

g Age Groups

6 Complications of SCD 5-17 years 18-40 years >40 years p value

g (n=190) (n=222) (n=88)

?0 Stroke 38 (20.0%) 34 (15.3%) 11 (13.2%) 0.23

: ; Leg ulcers 5 (2.6%)° 52(23.4%)°  44(50.0%)°  <0.001

13 Avascular necrosis 3(1.6%)" 19 (8.6%)° 23 (26.5%)°  <0.001

14

15 Acute chest syndrome 106 (55.8%) 142 (63.9%) 39 (44.3%) 0.107

:3 Cardiac complications 5 (2.6%)" 25 (11.3%)° 24 (27.3%)° <0.001

:g Priapism [n/total male] 14/108 (12.9%)°  26/93 (27.9%)° 526 (19.2%)°  0.025

30 Blood transfusion 84 (44,2%) 100 (45.1%) 35 (39.8%) 0.065
1

22 *Painful crises [0 - 2] 82 (43.2%)" 134 (60.4%)° 54 (61.4%)°  <0.001

23

24 *Painful crises (3 - 5) 24 (12.6%)° 59 (26.6%)° 24 (27.3%)°  <0.001

e *Painful crises [ 2 6] 7(8.7%) 29 (13.1)° 10(11.4%)°  0.003

27 Data were expressed as number of patients with complication (percent of patients)

28 *Number of sickle cell crises per person per year in the last year.

29 Different letters indicate statistical difference (Pearson Chi square test supplemented by Fisher's exact test)

30

31

32 Table 3. Complications of sickle cell disease separated according to phenotypes characterized by

33 ranges of severity scores in mild, intermediate and severe

3»; Phenotypes

3

36 Complications of SCD Mild Inter Severe p value

37 (n=170) (n=180) (n=150)

38

39 Stroke 21 (12.4%)" 25 (13.9%)" 37 (24.7%)° <0.01

40

41 Leg ulcers 9 (5.3%)" 43 (23.9%)b 49 (32.7%)° <0.001

:g Avascular necrosis 4 (2.3%)° 23(128%)° 18 (12.0%)° 0.002

:g Acute chest syndrome 97 (57.1%) 94 (52.2%) 95 (63.3%) 0.067

46 Cardiac complications 6 (3.5%)" 21 (11.7%)° 27 (18.0%)° 0.006

47

48 Priapism [n/total male] 11/88 (12.5%) 23/83 (27.7%) 11/54 (20.4%) 0.081

49

50 Blood transfusion 59 (34.7%)"  60(33.3%)" 100 (66.7%)" <0.001

g; *Painful crises [0 - 2] 117 (68.8%)  119(66.1%) 83 (55.3%) 0.241

23 *Paintul crises (3 - 5] 40 (235%)°  48(26.7%)° 41 (27.3%)° 0.001

55 *Painful crises [ 2 6] 13 (7.7%) 13(7.2)* 26 (1 7.3%)" 0.122

2.6, Data were expressed as number of patients with complication (percent of patients)

58 *‘Number of sickle cell crises per person per year in the last year.

59 Different letters indicate statistical difference (Pearson Chi square test supplemented by Fisher's exact test)
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25 Figure 3. Distribution of severity scores according to the phenotype and age groups. Each
26 box plot displays the observations between the first and the third quartile in the rectangle, with a
27 line for the median. The whiskers extend to 1.5 times the interquartile range from each end of the
28 rectangle. Circles represent outliers beyond the end of the whiskers. The outliers represent six
29 severity scores above 0.9; these patients had the following clinical and laboratorial characteristics
that justify these high scores: 50% were on chronic transfusion, 50% had renal complications, 80%
had acute chest syndrome, 80% had over three pain crises in the last year and all patients were
33 splenectomized.
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