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HISTORICO

O trabalho, aqui apresentado na forma de Tese, para obtencéo do titulo de Doutor
em Biociéncias, Area de Concentracdo em Genética e Biologia Evolutiva, é resultado da
pesquisa desenvolvida no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doengas
Hematoldgicas, sob orientacdo da Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos, com
coorientacdo do Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado. O estudo teve ainda a
colaboracdo da Médica hematologista, Clarisse Lopes de Castro Lobo, do Instituto de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti- Hemorio, e de profissionais da saude do
Instituto Evando Chagas SVS/MS.

A investigacao do processo de hemdlise em doengas com etiologias hemoliticas
distintas, surgiu em meio a resultados observados pelo nosso grupo de pesquisa, aliado a
colaboradores e dados da literatura. A0 passo que nossas pesquisas mostravam que a
heterogeneidade e complexidade fenotipica entre os individuos com anemia falciforme
(AF), estavam associadas a diferentes perfis hemoliticos, que por sua vez eram
influenciados por fatores genéticos, a literatura sugeria a hemdlise intravascular como
importante evento no estabelecimento de condi¢es clinicas graves, em doencas em que
a hemolise estava presente.

Reunindo evidéncias da literatura e a troca de conhecimentos entre colegas
pesquisadores, nossa hipotese de que o estabelecimento do perfil hemolitico pudesse estar
diferentemente associado a fatores bioquimicos e genéticos, de acordo com as
caracteristicas intrinsecas das diferentes doencas, nos direcionou ao estudo aqui realizado.
Nesse cenario, a malaria por Plamodium vivax era cada vez mais foco de estudos, ndo s6
por ser uma parasitose com alta prevaléncia em territério brasileiro, mas especialmente
por ser associada, algumas vezes, a casos graves, ainda pouco compreendidos.

Apesar de eventos fisiopatologicos semelhantes como, a hemolise, inflamacao, a
hipdxia e ocorréncia de estresse oxidativo, a malaria por P. vivax e a anemia falciforme
diferem na etiologia e caracteristicas fenotipicas dos individuos. Enquanto a AF € uma
afeccdo monogénica hereditaria, a malaria por P. vivax € infeccdo parasitaria, sendo,
portanto, uma doencga adquirida, na qual o homem participa de uma das fases do ciclo de
vida do parasito.

Estudar doencas t&o distintas trouxe, por vezes, dificuldades. Seja no

delineamento do estudo e estabelecimento de protocolos, de modo que as analises fossem



semelhantes para ambos os grupos, tanto quanto na obtencéo de amostras e dados clinicos
necessarios para a conclusdo da pesquisa. Entretanto, essas dificuldades perimitiram o
aprendizado e desenvolvimento de habilidades como a capacidade de solugéo e reunido
de esforcos de todo grupo de pesquisa, resultando na intensa troca de conhecimento
cientifico. Assim, as adversidades ao longo do estudo foram contornadas, 0s objetivos
cumpridos e o projeto executado de modo satisfatorio.

As conclusdes alcangadas até o momento resultaram na elaboracdo de artigos
cientificos ja submetidos, e outros em fase de elaboracdo. Entre eles, o artigo
“Intravascular hemolysis in pain crises occurrence in sickle cell anemia individuals®’,
submetido a revista International Journal of Laboratory Hematology, e o artigo
“’Tracking by phylogenetic footprinting of transcription factors involved with the SNP
rs7203560 and the possible influence on the expression of the alpha globin *, submetido
a revista Hemoglobin. Esse ultimo, fruto de um trabalho de conclusédo de curso originado
a partir dessa pesquisa.

Por fim, com a finalizacdo das andlises de dados para redacdo da Tese, outros
trabalhos serdo originados. Os resultados originais aqui obtidos, em duas doencas
altamente prevalentes em territério Nacional, nos fazem crer que o estudo contribuiu com
o conhecimento cientifico da area, e principalmente, com a melhor compreensdo da
anemia falciforme e da malaria por P. vivax, consideradas problemas de satde publica

para a populacéo brasileira.



RESUMO

A hemodlise, processo caracterizado pela degradacdo de eritrdcitos senescentes ou
defeituosos, pode estabelecer-se de modo fisiopatologico em diferentes doencgas. A
ruptura do eritrocito com consequente liberacdo da hemoglobina (Hb) plasmatica,
desencadeia eventos como hipéxia e a diminuigdo da biodisponibilidade de éxido nitrico
(NO), os quais influenciam no estabelecimento de manifesta¢fes clinicas em doengas
hemoliticas. Apesar das distintas etiologias, 0 processo de hemolise estd presente tanto
entre os eventos fisiopatoldgicos da anemia falciforme (AF), uma anemia hemolitica
caracterizada por hemdlise cronica e fendtipos heterogéneos entre os individuos; quanto
na malaria por Plasmodium vivax (P. vivax), uma parasitose que apresenta, durante o ciclo
intra-eritrocitico da doenca, episddios de hemdlise aguda. Assim, nosso objetivo foi
avaliar a associacdo de marcadores bioquimicos e genéticos, envolvidos com as vias
hemoliticas e da hipoxia, com o estabelecimento de diferentes perfis etioldgicos de
hemolise. Para isso, o grupo de estudo foi formado por individuos de ambos o0s géneros,
sendo 300 individuos com AF e 119 individuos com malaria por P. vivax. O perfil
hemolitico nesses individuos foi estabelecido por meio de parametros hematoldgicos e
hemoliticos, comumente utilizados na rotina laboratorial. As relagdes entre os marcadores
de hemdlise, e desses com os niveis de hemoglobina plasmatica (Hb plasmatica), utilizada
no estudo como marcador especifico de hemolise intravascular, e com a proteina HIF1A,
utilizada como marcador de hipdxia, foram também estabelecidas. Os marcadores
genéticos foram investigados por meio da a associacao entre 0 SNP rs7203560 do gene
NPRL3, a VNTR rs61722009 (4a4b) e 0 SNP rs1799983 (894G>T) do gene eNOS, com
o perfil hemolitico, além da associacdo do SNP rs11549465 (1772C<T) do gene HIF1A,
com o perfil hipoxico. Os resultados mostraram diferentes relacdes entre 0os marcadores
para cada grupo de estudo. Nos individuos com AF, embora os marcadores de hemdlise
(Ret. Rel, Ret. Abs, LDH, AST e BI) estivessem correlacionados entre si, nenhum deles
esteve relacionado com os niveis de Hb plasmaética. Correlagdes positivas foram
observadas entre LDH e os outros marcadores, sendo essa, a Gnica enzima relacionada,
embora negativamente, com os valores de HIF1A. Nos individuos com malaria, 0s
marcadores hemoliticos (AST e BI) ndo estiveram correlacionados entre si, mas sim com
a Hb plasmatica, sugerindo maior influéncia da hemolise intravascular no perfil
hemolitico dos individuos com malaria do nosso grupo de estudo. Quanto as mutacdes

investigadas como marcadores genéticos, apenas o SNP rs1799983 (894G>T) do gene



eNOS apresentou maior frequéncia genotipica e alélica, sendo o alelo (T) assim como o
genétipo homozigoto mutante (TT), mais frequente entre os individuos com AF. Esse
SNP também esteve relacionado com o perfil hemolitico em ambos os grupos de estudo,
uma vez que os individuos com AF e malaria, com genotipos GG e GT, apresentaram
aproximadamente 1,3 vezes mais Hb plasmatica. A mutacdo VNTR rs61722009 (4a4b),
também do gene eNOS, esteve relacionada com o perfil hemolitico apenas nos individuos
com AF, sendo niveis de Hb plasmaética 1,2 vezes menores no grupo de individuos com
gendtipos homozigoto mutante (4b4b). Assim, as diferentes relacdes dos marcadores
bioquimicos e genéticos, com o perfil hemolitico e hipoxico dos individuos com AF e
malaria por P. vivax, evidenciam que as diferentes etiologias hemoliticas das doencas,
devem ser consideradas para a caracterizacdo do processo de hemolise. Por fim, os
marcadores bioquimicos laboratoriais de hemolise, comumente adotados na rotina
laboratorial para a caracterizacdo do perfil hemolitico desses individuos, demonstraram

ser importamte biomarcadores para essas doengas.

Palavras-chave: doencas hemoliticas, malaria por Plasmodium vivax, hemdlise

intravascular, marcadores genéticos.



ABSTRACT

Hemolysis, the process characterized by degradation of senescent or defective
erythrocyte, may be established among the a physiopathological events in different
diseases. Erythrocytes rupture and subsequent liberation of plasma hemoglobin (Hb)
triggers events as hypoxia and declining of nitric oxide bioavailability (NO), which affect
in the establishment of clinical manifestations in hemolytic diseases. Despite the distinct
etiologies, the hemolysis process as occurs among the physiopathological events of sickle
cell anemia (SCA), which is a hemolytic anemia characterized by chronic hemolysis and
heterogenic phenotypes among individuals; as in Plasmodium vivax (P. vivax), malaria a
parasitosis which presents, during the disease intra-erytrocytic phase of the parasite cycle,
events of acute hemolysis. Thus, the aim of this work was to evaluate the association of
biochemical and genetic markers involved in hemolytic and hypoxia pathways, with the
stablishing the hemolytic profile of diseases with different hemolysis etiological patterns.
The study group were formed by patients of both gender, divided in 300 individuals with
SCA and 119 individuals with P. vivax malaria. The hemolytic profile of these individuals
was stablished by hematological and hemolytic parameters, commonly employed in
laboratorial routine. Relations among hemolysis markers, and these with the plasma
hemoglobin levels (plasma Hb), used in this study as specific marker of intravascular
hemolysis, and with HIF1A protein, used as hypoxia marker, were stablished as well. The
genetic markers were investigated by association between the SNP rs7203560 from
NPRL3 gene, the VNTR rs61722009 (4a4b) and the SNP rs1799983 (894G>T) from
eNOS gene, with the hemolytic profile, besides the association of SNP rs11549465
(1772C<T) from HIF1A gene, with the hypoxic profile. Results revealed different
relations between markers for each study group: in individuals with SCA, despite
hemolysis markers (Ret. Rel, Ret. Abs, LDH, AST and BI) were correlated among
themselves, neither of them were related with plasmatic Hb levels. Positive correlations
were observed among LDH and other markers, being this enzyme the only correlated,
although negatively, with the HIF1A values. For individuals with malaria, hemolytic
markers (AST and BI) were not correlated among themselves, but with plasmatic Hb,
suggesting higher influence of intravascular hemolysis in the hemolytic profile from
individuals of this study group. Regarding to the investigated mutations as genetic
markers, only SNP rs1799983 (894G>T) from eNOS gene presented higher genotypic

and allelic frequency, being the allele (T), as well as the mutant homozygote genotype



(TT), more frequent among individuals with SCA. This SNP was also related with the
hemolytic profile in both study groups, when SCA and malaria individuals with
genotypes GG and GT presented 1.3 times more plasma Hb. The VNTR rs61722009
(4adb) mutation, also from eNOS gene, was related only with hemolytic profile of
individuals with SCA, being the plasma Hb level 1.2 times lower in individuals with
mutant homozygote genotype (4b4b). Thus, the different relations of biochemical and
genetic markers, with hemolytic and hypoxic profiles of individuals with SCA and P.
vivax malaria, evidence that the different hemolytic etiology diseases must be considered
for the characterization of hemolysis process. That way, biochemical markers of
hemolysis, commonly adopted in laboratorial routine for characterization of hemolytic
profile from these individuals, demonstrated to be valuable biomarkers for these diseases.

Keywords: hemolytic diseases, Plasmodium vivax malaria, intravascular hemolyses,
genetic markers.
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1.1. ERITOPOIESE

As células tronco hematopoiéticas (CTH) localizadas na medula éssea vermelha,
por meio dos processos de proliferacdo, diferenciagdo e maturacao celular, déo origem as
células progenitoras responsaveis pela formagdo de células-mae hematopoiéticas (cerca
de 99% da medula 6ssea) (TESTA; DEXTER, 1989). As células-mae hematopoiéticas,
por sua vez, tém a capacidade de se diferenciarem em todas as linhagens celulares
sanguineas maduras, dentre elas, os eritrécitos. O processo regulado de producdo de
eritrécitos é denominado eritropoiese e ocorre por meio da maturacdo dos precursores
eritroides (Unidades Formadoras de Colbnias Eritroides, UFC-E), processo esse
caracterizado pela diminuicdo da capacidade celular proliferativa, alteracdes
morfoldgicas e altas taxas de sintese de hemoglobina (Hb), o principal transportador de
oxigénio no sangue. Diferentes citocinas estimulam a eritropoiese, sendo a Eritropoetina
(EPO) uma das mais importantes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; SANKARAN;
WEISS, 2015).

Os eritrdcitos dos mamiferos sdo células pequenas e anucleadas com grande
quantidade de Hb (~ 5 mM). A anucleacdo ocorre durante a maturacdo dos eritrécitos, na
medula éssea, como consequéncia da condensacdo gradual da cromatina que é expelida
da célula ao mesmo tempo em que a concentracdo de Hb aumenta (JI et al., 2011). Por
esta razao, os eritrocitos perdem gradualmente a capacidade de renovar suas moléculas,
apresentando meia-vida de aproximadamente 120 dias. Dessa forma, as enzimas que
controlam as atividades metabdlicas da célula, atingem niveis criticos, contribuindo para
a senescéncia eritrocitaria com consequente eriptose e retirada dessas células da
circulagdo por macrofagos, principalmente no bago (GUYTON; HALL, 2006).

Os componentes da Hb (heme e globinas) resultantes da degradacéo eritrocitéria,
terdo destinos distintos, sendo os aminoacidos reaproveitados para sintese de novas
cadeias globinicas, o ferro captado e utilizado para formacéo de novas moléculas heme,
enquanto outras moléculas, como a protoporfirina, serdo degradadas. Assim, é evidente
que o processo de destruicdo de eritrocitos senescentes € essencial para renovacao celular.
A cada dia um individuo adulto tem cerca de 1% de eritrdcitos destruidos, sendo essa
perda compensada pelo lancamento de eritrocitos jovens (reticuldcitos) na corrente
sanguinea (GUYTON; HALL, 2006; KIM ; NEMETH, 2015). Entretanto, quando essa
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relacdo entre destruicdo e sintese eritrocitaria ndo ocorre de modo satisfatorio, eventos
fisiopatologicos podem ser desencadeados, como o estabelecimento da anemia em
consequéncia de maiores taxas de lise eritrocitaria (BROADWAY-DUREN; KLASSEN,
2013).

1.2. HEMOLISE

O processo de destruicdo e remocdo de eritrocitos senescentes e defeituosos da
corrente sanguinea, € denominado hemolise. Embora possa ser um processo fisioldgico
assintomatico, quando a destruicdo dos eritrocitos ocorre de forma prematura, e em
proporcdes suficientes para provocarem a diminui¢do da Hb circulante, estabelece-se a
anemia hemolitica. Nessas condicOes, a destrui¢do eritrocitaria pode ocorrer devido a
diferentes causas, sejam elas de natureza mecanica, quimica, autoimune ou qualquer outra
que diminua o tempo de vida dessa célula (BARCELLINI; FATTIZZO, 2015). De acordo
com as diferentes origens, as anemias hemoliticas podem ser classificadas em:
hereditarias, como as hemoglobinopatias (doenca falciforme, talassemias); enzimopatias
(deficiéncia de G6PD); membranopatias (esferocitose e eliptocitose); e adquiridas, as
quais sdo classificadas em auto-imune, imune (ap6s evento transfusional e/ou
gestacional) e ndo imune (microangiopatica, lesdo celular como exemplo, a infec¢do por
malaria) (BROADWAY-DUREN; KLASSEN, 2013).

Embora seja um processo fisiopatologico com similaridades entre diferentes
doencas, a hemolise pode desencadear consequéncias distintas de acordo a etiologia da
destruicdo eritrocitaria (KATO; TAYLOR, 2010). O processo hemolitico pode ser
estabelecido de modo secundario como consequéncia de doencas hematoldgicas e ndo
hematoldgicas, ou ocorrer de modo fisiopatolégico, ou seja, um subfenétipo, sendo
clinicamente categorizada em cronica ou aguda (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY,
2004).

A hemolise pode ainda ser diferenciada de acordo com os mecanismos e o local
onde ocorrem, sendo: i) hemdlise intravascular, quando a ruptura do eritrdcito ocorre no
interior dos vasos sanguineos, com consequente extravasamento do conteddo intracelular
no plasma; e ii) hemdlise extravascular, caracterizada pela retirada dos eritrocitos da
corrente sanguinea, por meio de células que constituem o sistema reticuloendotelial,
especialmente no figado e no baco. Ambos os mecanismos, quando em condigdes

patoldgicas, contribuem para o estabelecimento de eventos clinicos especificos (KATO;
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TAYLOR, 2010; RAPIDO, 2017). Entretanto, diversos estudos objetivam a investigacdo
da hemolise intravascular (HI) como importante mecanismo relacionado a complicacdes
clinicas em doengas (ROTHER et al., 2005, AKINOSOGLOU; SOLOMOU; GOGOS,
2012; CONRAN, 2014; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).

1.2.1 Hipdxia e homeostase endotelial.

A quantidade total de eritrocitos humanos circulantes é regulada, de modo a
garantir um namero adequado de células capazes de oferecer o transporte de oxigénio
suficiente aos tecidos. Quando em meio oxigenado e hidratado, o eritrocito possui a forma
de disco biconcavo, que proporciona maior superficie em relacdo ao volume, facilitando
as trocas gasosas e permitindo maior flexibilidade ao passar por capilares mais finos, onde
sofrem deformacGes temporérias e ndo se rompem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
Assim, a manutencdo das concentracdes de oxigénio é essencial para homeostase celular
e funcional eritrocitaria (GUYTON & HALL, 2006).

A ruptura do eritrocitario, com a consequente diminui¢do da concentracdo de Hb
circulante, ocasiona a diminuicdo das concentracdes de oxigénio (O2) disponiveis na
circulacdo. Essa condicdo, caracterizada pela baixa concentracdo de Oz nas células e
tecidos, é denominada hipoxemia e compromete a integridade desses sistemas (SUN;
XIA, 2013; CABOOT; ALLEN, 2014). A hipdxia é ainda capaz de participar de
mecanismos de regulacdo envolvidos em processos fisiopatoldgicos como angiogénese e
inflamacdo (SEMENZA, 2012), que podem estar relacionados ao estabelecimento de
manifestagdes clinicas nas doencas hemoliticas.

A resposta primaria frente a ruptura do eritrcito é a liberagdo do contetdo
intraeritrocitario na corrente sanguinea, sendo a Hb (grupamento heme e globinas) as
principais moléculas liberadas no meio extracelular (ROTHER et al., 2005). O complexo
haptoglobina-hemopexina, mecanismo protetor, esta prontamente disponivel, para
garantir a deplecdo das moléculas de Hb plasmatica e de heme livre. Entretanto, quando
a capacidade de deplecdo e detoxificacdo é excedida, devido ao excesso de liberagdo
dessas moléculas, é desencadeado o efeito tdxico. Esse processo resulta em diferentes
respostas fisiopatoldgicas, como a oxidacdo da molécula de Hb, formacdo de
metahemoglobina e moléculas de ferro heme (Fe*®), além da diminuicdo da
biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) (Figura 1) (SCHAER et al., 2013).
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Na forma livre e em estado de valéncia ferroso, o ferro ligado a Hb esta
prontamente disponivel para participar de reacdes redox (reacdes de Fenton), além de se
ligarem ao NO por meio do complexo estavel Fe?*Hb-NO, contribuindo para o
estabelecimento do estresse oxidativo e deplecdo de ON (BELCHER et al., 2010;
GLADWIN; KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). A diminuicdo da biodisponibilidade de
NO é ainda agravada pela liberacdo de arginase durante a ruptura do eritrocito, uma
enzima que atua degradando a L-arginina, substrato essencial para sintese desse gas. Em
meio as moléculas que atuam na homeostase vascular, 0 NO é o gas mais importante,
sendo considerado um vasodilatador endégeno (REITER et al., 2002; ROTHER et al.,
2005). Esse gas é sintetizado nas células endoteliais, as principais formadoras do tecido
endotelial, o qual é considerado um dos maiores tecidos do corpo humano. Como o
endotélio vascular desempenha papel fundamental na homeostase tecidual, por exemplo
atuando na manutencdo da temperatura e do pH, além de ser uma importante barreira
entre o sistema vascular e os tecidos, danos nas células endoteliais comprometem a
homeostase endotelial, resultando em disfun¢ées (MORRIS; GLADWIN; KATO, 2008;
EELEN etal., 2015; BIERHANSL et al., 2017).

Dessa forma, podemos notar que a diminuicdo na biodisponibilidade de NO e a
hipoxia, estdo intimamente relacionados a hemdlise intravascular (Figura 1), contribuindo
para o estabelecimento de eventos fisiopatoldgicos, como aumento de moléculas pro-
inflamatdrias e de agregacdo, estresse oxidativo e disfuncdes endoteliais, eventos esses
que contribuem de modo significativo com o estabelecimento de manifestacoes clinicas
(HALDAR et al., 2007; KATO; TAYLOR, 2010; GLADWIN; KANIAS; KIM-
SHAPIRO, 2012; RIFKIND; MOHANTY; NAGABABU, 2015; BARBER et al., 2016).
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Figura 1: Hemdlise intravascular e as respostas fisiologicas desencadeadas pela
presenca da Hb plasmatica.
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A Hb plasmatica liberada durante a hemdlise intravascular é rapidamente recrutada pelo complexo de
detoxificacdo haptoglobina-hemoglobina. As proteinas haptoglobina sequestram a Hb livre, sendo todo o
complexo endocitado por macrofagos/mondcitos. Parte da Hb plasmatica ainda sofre oxidagao
(metahemoglobina), liberando moléculas de ferro sérico (Fe*®), o qual é recrutado pela proteina hemopexina
e degradado por hepatocitos (figado). Quando ainda em excesso, a Hb plasmatica liga-se ao NO,
provocando a deplecdo desse gas e consequentemente, o comprometimento da homeostase endotelial.
Ainda, a liberacdo da enzima arginase durante o rompimento dos eritrdcitos, degrada o substrato (L-
arginina) precursor da sintese de NO, limitando ainda mais sua biodisponibilidade e favorecendo disfuncdes
endoteliais. A diminui¢do na concentracdo de O circulante ocasionada pela ruptura dos eritrécitos e
consequente extravasamento do grupamento heme, compromete a integridade dos 6rgdos e tecidos.
Elaborada pelo autor. (ROTHER et al., 2005; KATO; TAYLOR, 2010; GLADWIN; KANIAS; KIM-
SHAPIRO, 2012)
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1.2.2 Marcadores de hemolise

O diagnostico de hemolise é realizado por meio da avaliagdo de parametros
laboratoriais, os quais desempenham papel de biomarcadores. Entre eles destacam-se a
contagem de reticulécitos (valores percentuais e absolutos), dosagem das enzimas lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) e dos niveis de bilirrubina
indireta (BI), também conhecida como bilirrubina ndo conjugada (HEBBEL, 2011,
STOJANOVIC; LIONNET, 2016), variavelmente alterados frente as diferentes etiologias
do processo hemolitico (DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004).

Os parametros laboratoriais adotados como marcadores de hemolise, séo
resultados diretos e indiretos dos processos fisioldgicos decorrentes da destruicao
eritrocitéaria. Os reticuldcitos sdo eritrdcitos imaturos utilizados como bons indicadores
da resposta medular. Quando produzidos em maiores quantidades e liberados
precocemente na corrente sanguinea, caracterizam a resposta eritropoiética
compensatdria devido a ocorréncia de hemdlise (BARCELLINI; FATIIZZO, 2015).
Quanto as enzimas, a AST desempenha papel na transaminacdo de aminoacidos nas
celulas, e atua como um importante marcador de danos teciduais, principalmente no
tecido hepatico (LEHNINGER; COX, 2006; VOET; VOET, 2006); a LDH esta presente
no interior dos eritrocitos em duas de suas cinco isoformas (LDH 1 e LDH 2), e sdo
liberadas no meio extracelular quando ocorre a ruptura dessas células (STOJANOVIC ;
LIONNET, 2016). Por fim, a Bl € resultado da degradacdo do grupamento heme pela
acao da enzima heme oxigenasse. Nesta reacdo, os produtos da oxigenacdo e o NADPH,
com seu poder redutor, liberam Fe*?, monoxido de carbono (CO) e biliverdina (molécula
antioxidante), que sofrera reducdo por meio da enzima biliverdina redutase, originando a
bilirrubina ndo conjugada, a qual é quantificada na forma de bilirrubina indireta
(KRISTIANSEN et al., 2001; ROTHER et al., 2005; RIFKIND; MOHANTY;
NAGABABU, 2014). Entretanto, com as relevantes pesquisas sugerindo a hemolise
intravascular (HI) como fator determinante no agravamento clinico em doencas nas quais
a hemolise estd entre os eventos fisiopatoldgicos (ROTHER et al., 2005; CONRAN;
ALMEIDA, 2014), a busca por marcadores isolados de HI tém sido o foco desses estudos.
Apesar da LDH ser sugerida como o principal marcador de HI (HEBBEL, 2011,
BALLAS, 2013), a avaliacdo dos niveis de Hb plasmatica e/ou microparticulas

resultantes de degradacéo eritrocitaria, embora ainda menos utilizados, tém sido adotados
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como marcadores especifico de HI (NOURAIE et al., 2013; MILTON et al., 2013) na
avaliacdo do perfil hemolitico.

1.3. ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF), condi¢do homozigota para a HbS, é uma afeccdo
genética de clinica grave, caracterizada por individuos com fendtipos heterogéneos e
complexos (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2007; NGO; STEINBERG, 2015),
considerada uma das afec¢cdes monogénicas mais conhecidas e estudadas em todo mundo.
De acordo com dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO),
estimativas mundiais revelam que cerca de 270 milhdes de pessoas possuem 0S genes
responsaveis por hemoglobinas anormais, sendo, que aproximadamente 80% das crianc¢as
nascidas a cada ano com diagndéstico de hemoglobinopatias, apresentam diagnostico de
AF (MODELL; DARLISON, 2008; SIMOES et al., 2010). No Brasil, o nimero de
pessoas com a doenga falciforme, ou seja, aqueles que apresentam um alelo paraHb S, é
estimado em 2 milhdes, sendo mais de 30.000 com AF, o que reflete no nascimento de
aproximadamente de 3500 criancas por ano (CANCADO; JESUS, 2007; LOBO et al.,
2014).

A molécula de Hb S é resultado da alteracao estrutural na formacao da cadeia beta
globina em decorréncia de uma mutacdo pontual do tipo transversdo (GAG — GTG) no
cédon que determina o sexto aminoécido (HBB:c. 20A>T - rs334). A mutagdo ocasiona
a substituicdo do acido glutamico por uma valina na cadeia polipeptidica, originando uma
Hb com caracteristicas fisicas e bioquimicas alteradas (STEINBERG, 1998;
STEINBERG, 2009). Embora a Hb S possua capacidade normal de ligagéo ao oxigénio,
a caracteristica hidrofobica resultante da mutacdo, desencadea a polimerizacao desta Hb
sob condicGes de hipdxia, desidratacdo e acidose (WEATHERALL et al., 2005; REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010).

Recorrentes ciclos de polimerizagdo da molécula de Hb S dentro do eritrocito, dao
inicio a uma cascata de eventos fisiopatologicos, como, a hemodlise e a vaso-oclusao,
sugeridas como responsaveis por favorecer processos inflamatorios, aumento de
moléculas de adesdo, de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, consequente estresse
oxidativo (MORRIS, 2011; KATO; TAYLOR, 2010; KATO; STEINBERG;
GLADWIN, 2017). Além de intimamente relacionados, esses eventos desempenham

papel importante no estabelecimento da condi¢do de anemia hemolitica, hipoxia e danos
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endoteliais, estando estes, por sua vez, associados com complicacdes clinicas da doenca,
como a sindrome toréxica aguda (STA), ulcera de membros inferiores, priapismo e
vasculopatias (Figura 2) (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2007; SUN; XIA, 2013;

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010; KATO, 2015).

Figura 2: Eventos fisiopatologicos relacionados a hemdlise intravascular na anemia
falciforme e consequéncias clinicas
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No esquema podemos observar a polimerizacdo da Hb S com consequente falcizacdo eritrocitaria como
processo primario no desencadeamento de eventos fisiopatoldgicos. A hemolise e a vaso-oclusdo sdo dois
mecanismos intimamente relacionados. Com a hemdlise e a liberagdo de Hb plasmatica, ocorre a deple¢édo
de NO e consequente disfuncdo endotelial, que somada ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo,
inflamacdo e a vaso-oclusdo, refletem os fen6tipos clinicos da doenca, como crises de dor e sindrome
tordcica aguda, entre outros. Os eventos fisiopatoldgicos, somados ao extravasamento do contetdo
intracelular, provocam diminuicdo na concentracdo de O; circulante favorecendo a hipdxia. (Adaptado de

REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010).
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Embora as condicdes clinicas desencadeadas pelos eventos fisiopatoldgicos sejam
caracteristicas fenotipicas da doenca (BALLAS, 2012), essas se manifestam de modo
heterogéneo e com gravidade variavel entre os individuos. Frente a essa complexidade
fenotipica, a ocorréncia de hemolise é um importante aspecto ser considerado quanto a
variabilidade fisiopatologica e fenotipica (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).
Portanto, a avaliacdo do perfil hemolitico dos individuos com AF, é uma conduta
importante durante a rotina clinica, a fim de auxiliar na conduta clinico-laboratorial.

Além dos fatores ambientais que influenciam o perfil hemolitico desses
individuos, como condicdes de normoxia/hipoxia e niveis de hidratacao, fatores genéticos
também merecem ser considerados. Os niveis de Hb F e a coeranga com alfa talassemia
sdo moduladores genéticos com efeito protetor para os individuos Hb SS, garantindo na
maioria dos casos, menos complicacdes clinicas (STEINBERG, 2005; STEINBERG,
2009; REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010). As taxas de hemolise na AF sdo
constantes, mas heterogénea entre os individuos, muitas vezes reflexo dos moduladores
genéticos de gravidade descritos acima (TAYLOR et al., 2008). Assim, o estabelecimento
do perfil hemolitico, assim como a presenca de moduladores que afetam o processo de

hemolise, devem ser considerados para conduta clinica desses individuos.

1.4. MALARIA POR PLASMODIUM VIVAX

A malaria humana é considerada a doenca parasitaria mais importante em todo o
mundo por estar relacionada com as maiores causas de morbidade e mortalidade em
muitos paises tropicais e subtropicais (QUINTERO et al., 2011; RAPOSO et al., 2013;
WHO, 2016). Uma infeccdo de manifestacdo principalmente aguda, a malaria humana é
causada pelo protozoario do género Plasmodium. Atualmente, sdo conhecidas seis
espécies de parasitos que infectam o homem; o Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale , Plasmodium knowlesi e Plasmodium
simium, esse ultimo observado como parasito humano apenas em experimentos in vitro,
até o momento (MOYES et al., 2014; BRASIL et al., 2017).

Quase metade dos casos de malaria da América Latina ocorrem em territorio
brasileiro, consequéncia da infeccdo de apenas quatro espécies de parasitos:
P.falciparum, P.vivax e P. malariae e P. simium, sendo os dois primeiros 0os mais
prevalentes e associados aos maiores indices de mortalidade/viruléncia e disseminagéo
(OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; SIVEP-MALARIA, 2017). Entre 0s casos
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positivos, aproximadamente 99,0% estdo distribuidos na regido Amazobnica, area
endémica e de alta transmisséo, com prevaléncia de aproximadamento 88,0% dos casos
resultados de infecgédo por P. vivax (ANDRADE et al., 2010; AREVALO-HERRERA et
al., 2012; RAPOSO et al., 2013). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), o P.
vivax representa um problema mundial para a saude publica e, somente no ano de 2017,
foi a causa de aproximadamente 8850,00 mil de casos e mais de 3100 6bitos (WHO, 2016;
WHO 2017).

O ciclo de vida dos parasitos causadores da malaria humana € similar entre as
especies (ciclo heteroxénico), no qual o homem é o hospedeiro intermediario (fase
assexuada) e fémeas do mosquito do género Anopheles sédo hospedeiros definitivos (ciclo
sexuado). O ciclo pode ainda ser dividido em fase pré-eritrocitica ou hepatica, fase
eritrocitica e fase esporogdnica sexuada (TUTEJA, 2007). Durante a fase eritrocitica, 0s
parasitos no estdgio de merozoito, hospedados no eritrocito, desenvolvem-se
assexuadamente, provocando alteracdo da estabilidade e morfologia do eritrdcito, e
culminando na ruptura dessas células (Figura 3). E nessa fase hemolitica que os primeiros
sintomas da doenca comecam a aparecer, em especial a cefaleia, febre e calafrios, além
de sudorese e anemia (MILLER et al., 2002; ENGWERDA; GOOD, 2005; HOWES et
al., 2016).
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Figura 3: Ciclo de vida do parasito Plasmodium
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A infeccdo no hospedeiro humano inicia-se quando a fémea do mosquito Anopheles inocula os esporozoitos
(formas infectantes do parasito), que entram na corrente sanguinea e atingem o figado (fase pré-eritrocitica
ou hepética - A). Durante a infeccdo dos hepatécitos, cada esporozoito desenvolve-se em milhares de
merozoitos, que sdo liberados na corrente sanguinea apds o rompimento dos hepatdcitos, e infectam os
eritrécitos, onde iniciam a multiplicagdo assexuada até o rompimento da célula (fase eritrocitica — B). No
ciclo de vida do P. vivax os esporozoitos podem dar origem aos hipnozoitos, que permanecem latentes nos
hepatécitos, desenvolvendo-se meses ou anos mais tarde. Por fim, para completar o ciclo de vida no
hospedeiro humano, formas sexuais do parasito, denominadas gametocitos, desenvolvem-se, também
dentro dos eritrocitos e, devido ao novo repasto sanguineo pela fémea do mosquito, perpetua o ciclo sexual
no inseto. No estbmago do mosquito, gametocitos se unem e geram zigotos 0s quais tornam-se moveis e
alongados, denominando-se oocinetos. O zigoto, por sua vez, invade a parede do intestino médio do
mosquito e se desenvolve em oocistos, crescendo até se romperem e liberam novos esporozoitos, que se
estabelecem nas glandulas salivares do mosquito, onde estdo disponiveis para inoculagdo em um novo
hospedeiro. O ciclo é ent#o reiniciado. Adaptado de LOPEZ et al., 2010.
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Complicacdes clinicas e mortalidade nos casos de infecgdo por P. vivax em areas
endémicas, caracteristica pouco comum dessa infecgdo num passado ndo muito distante,
tém sugerido a maléaria por P.vivax como doenca grave e até mesmo fatal (KOCHAR et
al., 2009; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; LACERDA et al., 2012; BAIRD, 2013).
Embora de fisiopatologia pouco conhecida, a progressao e o agravamento da malaria por
P. vivax estdo associados principalmente ao estabelecimento de anemia intensa, muitas
vezes consequente de episddios de hemolise acentuada. (ALEXANDRE et al., 2010;
QUINTERO et al., 2011; DOUGLAS et al., 2012).

A ruptura dos eritrécitos devido a infeccdo parasitaria prejudica o transporte de
oxigénio, contribuindo para condicdo de hipoxemia, que é uma das alteracGes fisiologicas
mais significativas no estabelecimento das consequéncias clinicas no hospedeiro
(HALDAR et al.,, 2007; FENDEL et al., 2010). Somado a isso outros eventos
fisiopatoldgicos, desencadeados pela hemolise, como inflamacdo, estresse oxidativo e
danos endoteliais, influenciam significativamente no estabelecimento das condic¢des
clinicas (CARVALHO et al., 2010; YEO et al., 2010; AKINOSOGLOU; SOLOMOU,;
GOGOS, 2012). Por esse motivo, quanto a classificacdo etioldgica das anemias
hemoliticas, essa parasitose é classificada como ‘’anemia hemolitica adquirida’’
(DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004; BROADWAY-DUREN; KLASSEN,
2013).

Devemos considerar que a gravidade clinica entre os individuos de areas
endémicas pode ser complexa e com influéncia multifatorial. Entre essas estad a
participacdo de fatores genéticos, como a co-heranca com hemoglobinopatias e a
deficiéncia de G6PD (RAMOS-JUNIOR et al., 2010; HEDRICK, 2011). Sendo assim, é
importante a investigacdo dessas comorbidades nas casuisticas de malaria por P. vivax de
areas endémicas, uma vez que também podem ser fatores influenciadores na

heterogeneidade fenotipica.
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1.5. VARIANTES GENETICAS

Estudos de associacdo de genomas amplos (GWAS) mostram que 0s aspectos
genéticos individuais e as diferentes caracteristicas étnicas das populacGes, desempenham
influéncia no perfil clinico de individuos que apresentam as mesmas afeccGes
(CARDON; BELL, 2001; PENA et al., 2011; LETTRE, 2012).

Seja pela complexidade clinica e heterogeneidade fenotipica entre os individuos
com AF, ou pela heterogeneidade da presenca de anemia e complicac@es clinicas nos
casos de maléria por P. vivax, a investigacdo de fatores genéticos também deve ser
considerada no estudo dessas condigdes (LOPEZ et al., 2010; STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012; HABARA,; STEIMBERG, 2016). Como o processo de hemolise €
uma condicdo comum entre a AF e a maldria, a investigacdo de variantes genéticas de
genes que expressam proteinas relacionadas ao processo hemolitico, propicia a busca por
moduladores genéticos para essas doencas. Nesse contexto, elencamos alguns genes
especificos descritos a seguir.

Hypoxia-inducible factor (HIF)

A hipoxemia esta presente em ambas as doencas consideradas nesse estudo. As
respostas celulares adaptativas desencadeadas pela diminui¢éo das taxas de Hb circulante,
podem influenciar no perfil hemolitico dos individuos, de acordo com a etiologia da
hemolise.

A proteina HIF-1 pertence a uma familia de fatores de transcricdo, que
desempenham papel importante na homeostase do oxigénio. Duas subunidades compGem
essa proteina, HIF-1a. ¢ HIF-1B, que quando juntas, ativam a transcricdo de genes
relacionados com a proliferacdo e manutencéo celular, com repostas inflamatérias e com
0 processo de angiogénese (ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

A subunidade HIF-1a é transcrita a partir do gene HIF1A localizado no l6cus
génico 14921-24. A ativacdo transcricional dessa subunidade, devido sua alta
sensibilidade pelo oxigénio, garante que essa proteina seja considerada um potencial
marcador enddgeno de hipoxia (TANIMOTO et al., 2003). Quando em condicGes de
normoxia, a proteina HIF-1a ¢ rapidamente degradada, enquanto que em condigdes de
hipoxia, a hidoxilacdo dessa subunidade é inibida, permitindo sua dimerizagdo a
subunidade HIF-1B. A juncdo das duas subunidades, ativa entdo a transcricdo de genes
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que atuardo nos mecanismos de respostas celulares adaptativos frente a condigdo de
hipoxia, além de ser uma proteina precursora na expressao de genes responsaveis pela
sintese de moléculas vasoativas (ZEPEDA et al., 2013).

O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) C1772T (rs11549465) localizado no
éxon 12 do gene HIF1A ja esteve relacionado com o aumento da atividade transcricional
da HIF-1 o (BAHADORI et al., 2010), 0 que nos sugeri o papel dessa variante genética
como potencial influenciadora na expressdo génica e no potencial de resposta hipdxia-

dependente das células.

Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS)

O oxido nitrico (NO) é uma molécula com atividade vasodilatadora enddgena, que
desempenha papel importante na homeostase endotelial. Enzimas responsaveis pela
sintese de ON sdo codificadas pelo gene NOS, que apresenta trés isoformas: endotelial -
eNOS, neuronal-nNOS e induzivel-iINOS. A expressdo do gene eNOS, localizado no
cromossomo 7qg35-36, ocorre principalmente no tecido endotelial e em menor proporc¢éo
nos granuldcitos, mondcitos, linfécitos e eritrdcitos, sendo, portanto, o gene responsavel
pela sintese da proteina precursora da sintese desse gas, no tecido sanguineo (NISHANK,
2013; CORTESE-KROTT et al., 2012).

Em doencas as quais a hemdlise intravascular esta presente, os niveis de NO
podem estar diminuidos devido a presenca de Hb plasmatica e consequente deplecdo
desse gas. Entretanto, a presenca de variantes genéticas do gene eNOS ja foram
relacionadas com a reducdo da sintese de ON, como a variante genética de repeticdo de
namero de cépias (VNRT) 4adb (rs61722009 - uma sequéncia de repeticGes de 27 pares
de base), localizado no intron 4. A presenca dos genotipos 4ada e 4adb ja estiveram
associados a menores taxas de expressdo génica, em relagdo ao genotipo 4bdb
(TSUKADA et al., 1998). A presenca do SNP 894G>T (rs1799983) localizado no éxon
7, resultante da substituicdo do aminoacido glutamina por uma asparagina, embora néo
associado diretamente com a sintese proteica, na presenca de ao menos um alelo mutante
(gendtipos GT e TT), pode favorecer a clivagem proteolitica diminuindo a
biodisponibilidade de ON (TESAURO et al., 2000).

Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3)
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As talassemias do tipo alfa, caracterizadas pela reducéo parcial ou total da sintese
de cadeias do tipo alfa globina, quando coerdada com a AF (STEINBERG; SEBATIANI,
2012) e com maléria por P. vivax (ALLEN; O’DONNELL; ALEXANDER, 2010)
garante aos individuos caracteristicas fenotipicas mais brandas, com condic¢es clinicas
menos graves. Algumas variantes do gene Nitrogen Permease Regulator-Like 3 (NPRL3)
foram indicadas como fatores genéticos que influenciam a expressao do cluster alpha
globinio (HBA1/HBA2), culminando em condi¢do semelhante as observadas nas alfa
talassemias (MILTON et al., 2013). O NPRL3 € um dos trés principais genes constitutivos
do dominio alpha globinico (RHBDF1, MPG e NPRL3) em aves e mamiferos, 0s quais
pertencem aos sitios regulatorios responsaveis pela expressao do HBA1/HBA2 (HUGHES
etal., 2005; IAROVAIA et al., 2014).

O estudo de Milton e cols (2013) mostrou associacdo do SNP rs7203560 (T/G)
com menores indices hemoliticos em individuos com AF, sugerindo essa variante como
um possivel marcador genético de hemolise. Estudo com o SNP rs7203560 mostrou forte
desequilibrio de ligacdo com variantes genéticas localizadas na regido intrénica do gene
NPRL3, onde também estdo os principais elementos regulatorios do cluster HBA1/HBA2
(HS-48, HS-30 e HS-33) (BARRET et al., 2005). Milton e cols (2013) sugerem que 0
papel protetor dessa variante, bem como seu papel como modulador de hemélise, merece
ser investigado em diferentes doencas com etiologias hemoliticas distintas.

Embora com etiologia distintas, a hemdlise € um evento fisiopatolégico comum
entre as doencas abordadas nesse estudo. Frente aos estudos que evidenciam que a
hemolise € um mecanismo relacionado com a gravidade clinica, a investigacdo da
influéncia de parametros bioquimicos e genéticos no estabelecimento do perfil hemolitico
nesses individuos, é valida e promissora na busca por moduladores nessas doencas. Além
disso, relacBes singulares entre os marcadores bioquimicos e genéticos com os perfis
hemoliticos, de acordo com a doenca, poderdo auxiliar no entendimento da variabilidade

fenotipica e no direcionamento da conduta clinica.
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De acordo com os resultados obtidos para responder aos objetivos deste estudo,

podemos concluir:

1. Os parametros hemoliticos estdo elevados entre os individuos com anemia
falciforme e com maléria por P. vivax, indicando a ocorréncia de hemolise em ambos os

grupos de estudo.

2. A proteina HIF1A e a hemoglobina plasmatica estdo quantitativamente mais
elevados nos individuos com malaria, indicando que a hemdlise intravascular ocorre em
maior proporcao nesse grupo. As menores quantidades de HIFLA nos individuos com
anemia falciforme sugerem a maior propor¢do de hipoxia nesse grupo de estudo, e

consequente, maior consumo dessa proteina.

3.a) Marcadores bioquimicos de hemolise estdo correlacionados entre si na
anemia falciforme, embora ndo tenham sido relacionados com a hemoglobina plasmatica,
sugerindo que a maior parte da hemdlise ndo € intravascular. Na malaria, esses
marcadores estdo relacionados com a hemoglobina plasmatica, indicando maior
participacdo da hemdlise intravascular durante o estabelecimento do perfil hemolitico dos
individuos do nosso grupo de estudo.

b). Os niveis de LDH séo inversamente relacionados com os niveis de HIF1A na
anemia falciforme, sugerindo o consumo de HIFLA em resposta a hipoxemia causada

pela intensa anemia hemolitica.

4. As frequéncias genotipicas e alélicas do SNP 894G>T do gene eNOS diferem
entre 0s grupos, sendo o alelo T mais frequente em individuos com anemia falciforme.
As frequéncias genotipicas e alélicas das variantes genéticas VNTR 4adb (eNOS), e os
SNPs rs720356 0 (NPRL3) e 1772C>T (HIF1A) nédo diferem entre 0s grupos.

5. Os genotipos GG e GT da variante 894G>T do gene eNOS estdo associados a
maiores niveis de Hb plasmatica na anemia falciforme e na malaria, indicando a sua
influéncia no perfil hemoliticos desses individuos. Os genotipos 4ada e 4a4b do VNTR

4a4b do gene eNOS apresentam a mesma associacdo para a anemia falciforme. Os SNP
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rs7203560 (gene NPRL3) e rs11549465 (1722 C>T do gene HIF1A) néo estdo associados

a hemdlise ou a hipoxia, respectivamente, em ambos grupos de estudo.

Assim, as diferentes relagdes dos marcadores bioquimicos e genéticos com o perfil
hemolitico, observada entre os individuos com AF e malaria por P. vivax, comprovam a
importancia da caracterizagdo do processo de hemdlise em doencas com diferentes
etiologias hemoliticas. Por fim, os marcadores bioquimicos laboratoriais de hemolise,
comumente adotados na rotina laboratorial para a caracaterizacdo do perfil hemolitico

desses individuos, demonstraram ser importamte biomarcadores para essas doencas.
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