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RESUMO

A anemia falciforme (AF) apresenta processos fisiopatolégicos complexos que dificultam
o0 tratamento e culminam no desenvolvimento de manifestacdes clinicas diversificadas, as
quais sdo moduladas por marcadores genéticos, como os haplétipos da globina beta S (B°),
e bioquimicos como glicoproteinas plasmaticas detoxificadoras: haptoglobina (Hp) e a
hemopexina (Hpx) que formam complexos com a Hb e grupo heme livres,
respectivamente, garantindo efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, e a eritropoetina
(Epo) que repde os eritrocitos em resposta a hemolise, por exemplo. Desta forma, o
objetivo do trabalho foi verificar, em portadores da AF, a influéncia do haplotipo Bantu
sobre o tratamento com hidroxiuréia (HU) por meio da analise de marcadores de estresse
oxidativo e eritrogénico, correlacionando-os com parametros hematimétricos e niveis de
hemoglobina fetal (Hb F). Para isso, o grupo amostral (67 portadores da AF), foi dividido
em trés subgrupos: 25 (37,3%) homozigotos para o haplétipo Bantu (Bantu/Bantu), 26
(38,8%) heterozigotos para o hapldtipo Bantu (Bantu/ ) e 16 (23,0%) sem o haplétipo
Bantu (_/_). Todos sob uso de HU h& pelo menos 300 dias, sem transfusdo sanguinea ha
120 dias e adultos independentes do género. A confirmacdo da homozigose para Hb S e
dos haplétipos B°, foi realizada por PCR-RFLP; os niveis de peroxidagdo lipidica
(TBARS) foram avaliados por método espectrofotométrico e as glicoproteinas plasmaticas
(Epo, Hp e Hpx) por ensaio imunoenzimdtico. Os parametros hematoldgicos foram
fornecidos pelo HEMORIO. A média de Hb F no grupo amostral foi de 12,1% e ndo
diferiu entre os subgrupos (p=0,55), porém o Bantu/_ apresentou acréscimo na média
sendo o Benin o segundo haplétipo mais frequente. Os valores médios de Epo, Hp e Hpx
ndo diferiram entre os subgrupos, indicando que os haplétipos ndo exercem influéncia nos
niveis dos mesmos (p>0,05). Em relacdo aos valores de referéncia, quase todos 0s
parametros hematoldgicos apresentaram-se alterados, exceto VCM, HCM e CHCM,
certamente devido ao uso de HU. No subgrupo Bantu/_, houve correlagdo negativa de 43%
entre Hpx e reticulocitos absoluto (p=0,02). No subgrupo _/_houve correlagdo negativa de
63% entre Epo e GV (p=0,01). Quanto a peroxidac¢do lipidica, o grupo amostral apresentou
niveis elevados de TBARS (2449,01 ng/mL) em relacdo aos valores de referéncia. A
comparacdo entre os subgrupos amostrais ndo diferiu significamente (p=0,09), porém o
subgrupo Bantu/Bantu apresentou diminui¢do nos niveis deste marcador em relacdo aos
outros subgrupos. Com os resultados obtidos sugerimos que o haplétipo Bantu em
homozigose parece influenciar a diminuicdo da hemolise e peroxidagdo lipidica em
pacientes com AF na resposta a terapia com HU sob as condicdes utilizadas.

Palavras-chave: Hemoglobina S, haplétipo B°, estresse oxidativo, hidroxiureia



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) presents complex pathophysiological processes that complicate
the treatment and culminate in development of diverse clinical manifestations, which are
modulated by genetic markers, such as beta-S globin haplotype (3°), and biochemical, such
as plasmatic glycoproteins with action to detoxify: haptoglobin (Hp) and hemopexin
(Hpx), which form complexes with free Hb and heme, respectively, providing antioxidant
and anti-inflammatory effects, and erythropoietin (Epo), that restores the erythrocytes in
response to hemolysis, for example. Thus, the aim of this study was to determine, in
patients with SCA, the influence of Bantu haplotype in treatment with hydroxyurea (HU),
by analysis of oxidative stress and erythrogenic markers, correlating them with
hematological parameters and levels of fetal hemoglobin (Hb F). For this, the sample
group (67 SCA patients), was divided into three subgroups: 25 (37.3%) were homozygous
for the Bantu haplotypes (Bantu/Bantu), 26 (38.8%) heterozygous for the Bantu haplotype
(Bantu/_) and 16 (23.0%) without the Bantu haplotype (_/ ). The sample group was under
use of HU for at least 300 days, without blood transfusion for 120 days and were all adults
independent of the genus. The confirmation of homozygous Hb S and Bs haplotypes was
performed by PCR-RFLP; levels of lipid peroxidation (TBARS) were measured by the
spectrophotometric method and plasmatic glycoproteins (Epo, Hp and Hpx) by enzyme
immunoassay. Hematological parameters were provided by HEMORIO. The average of
Hb F in the sample group was 12.1% and did not differ between the groups (p = 0.55), but
the Bantu/_ showed an increase in the average, being Benin the second most frequent
haplotype. The average values of Epo, Hp and Hpx did not differ between the subgroups,
indicating that the haplotypes didi not influence the levels of the same (p> 0.05).
Regarding to reference values, most hematological parameters showed up have changed
except MCV, MCH and MCHC, certainly due to the use of HU. In the subgroup Bantu /_,
there was a negative correlation of 43% between Hpx and absolute reticulocyte (p = 0.02).
In the subgroup _/ , there was a negative correlation of 63% between Epo and red blood
cells (RBC) (p=0,01). As lipid peroxidation, the sample group showed high levels of
TBARS (2449.01 ng/mL) compared to reference values. The comparison between
subgroups sample did not differ significantly (p = 0.09), but the subgroup Bantu/Bantu
showed decreased levels of this marker in relation to other subgroups. To the results
obtained, we suggest that the Bantu haplotype homozygosity seems to influence the reduction
of hemolysis and lipid peroxidation in patients with AF in response to HU therapy under the
conditions used.

Key-words: Hemoglobin S, BS haplotypes, oxidative stress, hydroxyurea
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1 INTRODUCAO

1.1 Hematopoese e Eritropoese

As celulas tronco hematopoéticas (CTH) se localizam na medula éssea vermelha e
possuem a funcdo de restabelecer constantemente o sistema sanguineo, controlando a
hierarquia celular da linhagem sanguinea. Por processos de proliferagdo, diferenciacéo e
maturacdo celular, as CTH ddo origem as células progenitoras que formam células
hematopoéticas maduras, as quais compfe cerca de 99% da medula déssea vermelha
(TESTA; DEXTER, 1989). A diferenciacdo em células sanguineas maduras € orquestrada
por glicoproteinas como a eritropoetina (Epo), a qual age na eritropoese de modo
complexo produzindo eritrocitos a partir da proliferacdo e diferenciacdo das células
precursoras de eritroides (Unidades Formadoras de Coldnias Eritroides, UFC-E). Sem esta
glicoproteina plasmaética estas células vao a apoptose (ELLIOTT et al, 2008; ELLIOTT,
2008). A acdo na eritropoese resume em: estimulacdo na proliferacdo de células medulares
indiferenciadas (UFC-E), induzindo ao maior nimero de mitoses; da estimulacdo para o
amadurecimento das UFC-E, originando os proeritroblastos e os eritroblastos basofilos; da
estimulagdo da sintese da hemoglobina (Hb) e do aumento na taxa de reticulécitos no
sangue. A figura 1 ilustra este processo (LORENZI, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). A Epo é sintetizada de acordo com a demanda ou em baixa tensdo de oxigénio
(hipoxia) no sangue. A producdo na fase fetal ocorre no figado (hepatdcitos), e na fase
adulta nos rins (fibroblastos peritubulares no cortex renal). A Epo é essencial para a
producdo de globulos vermelhos, e acelera a producdo destes apds hemorragia, por
exemplo (SILVERTHORN, 2010; JELKMANN, 2011).

Os eritrécitos dos mamiferos sdo células pequenas e anucleadas com grande
quantidade de Hb. O eritrécito humano, em um meio oxigenado e hidratado possui a forma
de disco biconcavo e proporciona maior superficie em relacdo ao volume facilitando as
trocas gasosas, e flexibilidade ao passar por capilares mais finos, onde sofrem deformaces
temporarias e ndo se rompem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A anucleacdo ocorre
durante a maturacdo do eritroblasto em eritrocito na medula 6ssea, na qual a cromatina
sofre condensacdo gradualmente e é expelida da célula a0 mesmo tempo em que a
concentracdo de Hb aumenta (JI et al., 2011) (Figura 1B). Por esta razdo, os eritrocitos séo

incapazes de renovar suas moléculas apresentando meia-vida de aproximadamente 120
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dias. Neste periodo, as enzimas, que controlam as atividades metabdlicas da célula,
encontram-se em nivel critico comprometendo o ciclo metabolico celular, e a célula é,
entdo, retirada da circulacdo por macrofagos, principalmente no baco (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).

Figura 1: Representagdo esquematica da hematopoese humana. A. Arvore hematopoética. Por meio de
processos de proliferacdo, diferenciacdo e maturagdo da célula tronco hematopoética, e acdo de algumas
citocinas, sdo formados progenitores que dao origem as células sanguineas maduras, por exemplo a
eritropoetina (Epo) (modificado de ABBAS et al., 2008) B. Para a formacdo do eritrocito, o progenitor
(eritroblasto) sofre anucleacdo, processo em que o nlcleo se condensa até ser expelido da célula, enquanto a
concentragdo de Hb aumenta (modificado de JI et al., 2011).

1.2 Parametros hematimétricos e eritrogénicos

indices hematimétricos e eritrogénicos sio avaliados para determinar a condigao de
um individuo podendo indicar altera¢cdes com significado clinico. Os principais parametros
avaliados s&o: contagem de glébulos vermelhos em bilhdes por litro (GV 10%/L), e quando
em baixa concentracdo indicam eritrocitopenia e, em alta concentracdo, eritrocitose;

quantidade de Hb nos eritrécitos em grama por decilitros (Hb g/dL), baixa quantidade
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indica anemia; a quantidade de eritrocitos expressa em porcentagem é denominada de
hematocrito (Ht %) e avalia a porcentagem de eritrécitos em relagdo ao sangue total;
volume corpuscular médio mede o volume dos eritrocitos em fentolitros (VCM fL) e,
guando baixo indica microcitose e, quando alto indica macrocitose; hemoglobina
corpuscular média em picogramas (HCM pg) que indica a quantidade de Hb em cada
eritrocito; concentragdo de hemoglobina corpuscular média em gramas por decilitros
(CHCM g/dL) avalia a concentracdo de Hb em relacdo aos eritrocitos presentes; a
porcentagem de reticuldcitos em relacdo a quantidade de hemdcias circulantes e a
quantidade absoluto de reticuldcitos em mil por microlitros (K/uL) (FAILACE, 2003).
Alguns indices hematimétricos e eritrogénicos variam quanto a idade e género. A tabela 1
ilustra os parametros de normalidade para individuos acima de dez anos segundo Failace
(2003).

Tabela 1. Pardmetros hematimétricos e eritrogénicos de referéncia em
individuos adultos

Parametros . anci
ametr Unidade de Valores de referéncia
hematimetricos e

eritrogénicos medida Mulheres Homens
GV (10°/L) 4-52 45-59
Hb (g/dL) 120-16,0 13,5-17,5
Ht (%) 36,0 — 46,0 41,0-53,0
VCM (fL) 80,0 - 100,0
HCM (p9) 26,0 — 34,0
CHCM (%) 31,0-37,0
Reticuldcitos (%) 1,06 - 2,63 0,87 -2,6
Reticuldcitos (K/uL) < 150,0

(GV) gldbulos vermelhos; (Ht) hematécrito; (VCM) volume corpuscular
médio; (HCM) hemoglobina corpuscular média; (CHCM) concentracdo
de hemoglobina corpuscular média; (10%L) um bilhdo por litro; (g/dL)
grama por decilitros; (%) porcentagem; (fL) fentolitros; (pg) picogramas;
(K/uL) mil por microlitros.

1.3 Hemoglobina Humana

A Hb é uma proteina globular tetramérica, com peso molecular de 64.458 Daltons,
formada por quatro subunidades, cada uma composta por duas porg¢des: a globina, fragcdo
proteica geneticamente determinada; e o0 grupo heme, um grupo prostético que contém o
atomo de ferro. A principal funcdo da Hb nos mamiferos € o transporte de gases como o
oxigénio (Oy), dioxido de carbono (CO;), o0 mondxido de carbono (CO) e o oxido nitrico

(NO). Especificamente, o ferro se liga ao O, e transporta este gas dos pulmdes para 0s



Introducdo 23

tecidos e também interage com o CO e o NO. Ja o transporte de CO, dos tecidos para 0s
pulmdes, ocorre por interacbes com residuos aminoterminais da molécula de Hb formando
um complexo carbamino fraco (HONIG; ADAMS, 1986; SCHECHTER, 2008).

A fracdo proteica da Hb é formada por duas globinas do tipo alfa e duas globinas do
tipo beta, as quais sdo codificadas por genes organizados em duas familias: 0s genes da
familia tipo alfa - um zeta ({) e dois alfas (04 e 02) - que se localizam no brago curto do
cromossomo 16 (16p 13.3); e os genes da familia tipo beta - épsilon (g), gama glicina (yG),
gama alanina (y"*), delta (8) e beta (B) - que se localizam no brago curto do cromossomo 11
(11p 15.4). Estes genes estdo presentes em ambos 0S cromossomos, na mesma ordem em
que sdo expressos durante o desenvolvimento (FRENETTE; ATWEH, 2007). Portanto,
durante o desenvolvimento do organismo, diferentes Hb sdo sintetizadas. Na fase
embrionaria sdo formadas a Hb Gower I ({¢;), Hb Gower II (azg), Hb Portland 1 (C2y2) e
Hb Portland Il ((2p2), que sdo posteriormente substituidas pela Hb Fetal (Hb F — ayy»),
prevalente até o nascimento. Ap6s 0 nascimento, a Hb F é gradativamente substituida,
antes do primeiro ano de vida, pelas Hb A (azp,), que constitui de 96% - 98% da Hb total
do eritrécito, e Hb A, (a2082), que constitui de 2,5% - 3,5%. A substituicdo da Hb F pode
ser total ou parcial, restando até 1% na fase adulta (RANDHAWA et al., 1983;
WEATHERALL; CLEGG, 2001a; FRENETTE; ATWEH, 2007). A figura 2 ilustra a
ontogenia das cadeias globinicas. Pacientes que possuem doencas causadas por alteraces
em algum gene das globinas do tipo beta apresentam sinais e sintomas clinicos apds o
primeiro ano de vida, periodo em que ocorre a substituicdo da Hb F pela Hb alterada
(FRENETTE; ATWEH, 2007).
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Figura 2. Familia dos genes alfa e beta-globina e ontogenia das cadeias globinicas. Os
genes da familia alfa estdo localizados no braco curto do cromossomo 16 e 0s genes da
familia beta estdo localizados no brago curto do cromossomo 11. Todos 0s genes estdo
localizados ha mesma ordem que sdo expressos durante o desenvolvimento (modificado de
SCHECHTER, 2008).

1.4 Hemoglobinopatias Hereditarias

As hemoglobinopatias, ou anemias hereditarias, sdo as doencas monogénicas mais
comuns no mundo (WEATHERALL; CLEGG, 2001a). Possuem alta frequéncia nas
regides tropicais da Africa, Asia e em parte do Mediterraneo. Nas Américas, as
hemoglobinopatias sdo encontradas em quase todos os paises como resultado, dentre outros
fatores, do trafico de escravos e fluxo migratdrio (LUZ et al., 2006).

As anemias hereditarias sdo divididas em dois grandes grupos: as Hb variantes e as
talassemias. As ultimas resultam do desequilibrio do conteldo quantitativo das cadeias
globinicas, pela auséncia parcial ou total da sintese de uma ou mais cadeias, e sao
classificadas de acordo com a cadeia globinica afetada como a, B, 5p ¢ yop talassemias.
Apesar da grande variedade, as a e B-talassemias sdo as formas com maior frequéncia nas
populacdes. As a-talassemias sdo encontradas na Africa, Asia e parte do Mediterraneo,
enquanto que as P-talassemias sdo oriundas principalmente da Asia e Mediterraneo
(WEATHERALL,; CLEGG, 2001b, LUZ et al., 2006). Como consequéncia da diminuicao
na producdo de uma das cadeias, a globina complementar se precipita e se acumula
interferindo na eritropoese e na hemolise (MUNCIE; CAMPIBELL, 2009). Na alfa-
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talassemia, na vida fetal, as cadeias gamas formam tetrdmeros (y.) dando origem a Hb
Bart’s e, na vida adulta as cadeias beta formam tetrameros (4) formando a Hb H
(HARTEVELD; HIGG, 2010). Essas Hb sdo instaveis e se precipitam formando
corpusculos que diminuem o tempo de vida Util da célula. Na beta-talassemia o excesso de
cadeias alfa precipitam nas células precursoras eritroides prejudicando a eritropoese; nas
células maduras leva a danos na membrana com consequente hemolise (HIGGS et al.,
2012).

As Hb variantes sdo causadas por mutacGes, geralmente pontuais, nos genes das
globinas, que resultam em Hb com estrutura alterada, e com caracteristicas bioquimicas
diferentes. As variantes mais frequentes sdo a Hb S e a Hb C (WEATHERALL,; CLEGG,
2001a).

1.5 Hemoglobina S e Doenca Falciforme

A Hb S é resultado de uma mutagdo com troca do vigésimo nucleotideo, adenina
por uma timina (GAG — GTG), no gene da beta-globina (HBB) e resulta na substituicdo
do sexto aminoacido, o &cido glutamico (com caracteristicas hidrofilicas) por uma valina
(com caracteristicas hidrofobicas) (HBB,GLU6VAL) (TAYLOR et al., 2008). Durante a
passagem na microcirculacdo, no eritrécito desoxigenado a molécula de Hb S sofre
mudanca conformacional. O aminoacido valina ao tentar se estabilizar em meio hidrofilico,
forma interac6es com residuos hidrofobicos de outra Hb S-desoxigenada dando origem a
cristais e, com a agregacao destes, aos polimeros. Os polimeros causam danos & membrana
dos eritrdcitos, os quais rompem o citoesqueleto e originam a célula em formato de foice.
Este processo afeta o citoesqueleto e ocorre a exposi¢do de epitopos proteicos e lipidios
como a fosfatidilserina e CD36 (ZAGO; PINTO, 2007; FRENETTE; ATWEH, 2007,
BRITTENHAM et al., 1985 apud REES, 2010; LABIE; ELTON, 1999 apud ODIEVRE et
al., 2011) (Figura 3).

Para efetivar a polimerizacdo, é necessario um tempo do eritrocito em condicdes
adversas (desoxigenacao, acidose, desidratacdo e temperatura corporal elevada) e, quanto
maior a concentracdo de Hb S dentro da célula, menor é o tempo para as Hb se
polimerizarem (ODIEVRE et al., 2011). A polimerizacio € reversivel, ou seja, em
condicOes adequadas as Hb S desfazem a ligagdo entre os polimeros e voltam a eluir no
eritrocito (FRENETTE; ATWEH, 2007). Alguns fatores genéticos influenciam na
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polimerizacdo como a concentracdo de Hb F e os efeitos protetores da co-heranca com a a-

talassemia ou com a Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF) (REES, 2010).

Figura 3. Alteracdo na membrana do eritrécito por polimeros de Hb S. A mutacdo pontual no gene da beta
globina gera um residuo de valina hidrofébico que tende a se agrupar formando polimeros rigidos que
causam danos a membrana eritrocitaria expondo proteinas transmembrana (FRENETTE; ATWEH, 2007).

Doenca falciforme (DF) é um termo genérico usado para determinar o grupo de
alteracdes genéticas caracterizadas pelo predominio da Hb S, seja em homozigose (Hb SS),
denominada de anemia falciforme (AF), ou associada a outras alteragdes de hemoglobinas,
formando heterozigotos compostos como a interagdo entre a variante e talassemias - Hb
S/p° talassemia, Hb S/B* talassemia, Hb SC, Hb S/a talassemia, dentre outros (MACUS et
al., 1997; NAGEL, 2000). A AF é a forma clinica mais grave da DF (FRENETTE;
ATWEH, 2007) e a mais comum em determinadas regies do Brasil, sendo que a cada ano
nascem aproximadamente 3.500 criancas com Hb SS (CANCADO; JESUS, 2007). Além
disso, e por sua diversidade clinica, é considerada um problema de salde publica em
muitos locais. Desde 2005, o Ministério da Satde (MS), instituiu no Sistema Unico de
Saude (SUS) cuidados diferenciados a pessoas com DF e outras hemoglobinopatias
(Portaria n® 1.391, 16 agosto de 2005; CANCADO; JESUS, 2007).

1.6 Hapldtipos da globina beta S

Haplotipos sdo combinagdes especificas de sitios polimorficos em uma Unica
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crométide. Os haplétipos da globina beta S (haplétipos B°) sdo fundamentados na anélise
de um conjunto de polimorfismos, localizados na familia génica da beta globina, no
cromossomo 11, reconhecidos por endonucleases especificas (ORKIN et al., 1982).

A descoberta dos haplétipos p° foi importante para a detecco de riscos clinicos em
pacientes com AF. Cinco haplotipos tém sido associados a diferentes grupos étnicos, de
acordo com a regido de origem e predominio geografico: o haplotipo Benin associado a
Africa Ocidental; o Bantu & Africa Oriental Centro-Sul; o Senegal a Africa Atlantico
Ocidental, o india-Arabia Saudita (Saudi) & india e Peninsula Arabica Oriental e, 0
Camardes, que é restrito a Africa, mais especificamente, ao grupo étnico Eton na Costa
Ocidental Africana (NAGEL, 1984). A anélise dos haplétipos p° e a correlagdo com
achados clinicos revelaram que os pacientes com haplotipo Senegal apresentam curso
clinico mais brando, os que apresentam Benin tém clinica intermediaria, e 0s com Bantu,
curso clinico mais grave (POWARS, 1991; POWARS; HITI, 1993). Segundo Nagel (1984)
essa variacao pode ser explicada pela evidéncia de que individuos com o haplétipo Bantu e
sem tratamento possuem niveis menores de Hb F (< 5%) em relacdo aos pacientes, nas
mesmas condices e com os outros haplétipos B°. Os trés haplotipos B° mais comuns entre
os brasileiros, com DF, sdo o Bantu, Benin e Senegal. Essa heranca reforca a etnia da
maioria dos Africanos que vieram para o Brasil, originarios da Africa Oriental e Centro-
Sul (ZAGO et al., 1992; SILVA et al., 2009).

Alguns pacientes, no entanto, apresentam haplétipos p° incomuns, com padrdes de
digestdo diferentes dos sitios que caracterizam o0s anteriormente descritos, e Ssao
denominados de atipicos. Os padrdes diferenciados de haplétipos sdo gerados por diversos
mecanismos genéticos envolvendo os cromossomos P° como: mutagdo pontual dos
haplotipos tipicos; recombinacdo dupla ou simples entre 0s cromossomos com um

haplétipo p° comum; e conversdo génica (ZAGO et al., 2000).

1.7 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

Dois processos fisiopatologicos decorrentes da polimerizagdo estdo presentes na
AF, sendo eles: a vaso-oclusdo, com isquemia e reperfusdo, e a anemia hemolitica
(STEINBERG, 2008; REES, 2010). Porém, a polimerizacdo sozinha ndo é suficiente para
explicar tais processos complexos (CHIANG; FRENETTE, 2005).

A vaso-oclusdo é a obstrucdo da microcirculacdo, desencadeada por um processo
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complexo que envolve a interacdo e adesdo de células e moléculas ao endotélio vascular,
como os eritrdcitos falcizados, os leucdcitos, algumas células endoteliais, plaquetas, fatores
de coagulacédo e proteinas plasmaticas. Resulta na interacdo dindmica entre eritrocitos e o
endotélio vascular com episodios de ocluséo e isquemia, seguidos de restauracdo do fluxo
sanguineo, o que aumenta a lesdo tecidual mediada por danos inflamatdérios com
consequente estresse oxidativo (REES et al., 2010). Com a microcirculacdo obstruida, a
polimerizacdo tende a aumentar causando danos & membrana do eritrocito com
consequente hemolise (CHIANG; FRENETTE, 2005) (Figura 4). Estes dois eventos estdo
envolvidos na AF formando um ciclo: a vaso-oclusdo aumenta a taxa de hemolise, a qual
estd envolvida na diminuicdo do tdnus vascular com aumento na obstrucdo da

microcirculacao.

Figura 4. Representacdo esquematica dos processos fisiopatologicos na anemia falciforme. (1) Adesdo de
hemécias ao endotélio. (2) Hemolise. (3) Adesdo leucocitéria. (4) Diminuicdo do calibre vascular. (5)
Proliferacdo neointimal. (6) Agregacdo plaquetaria. (7) Vasculopatia. (8) Vaso-oclusdo. ET-1: endotelina 1;
NO: oxido nitrico. (modificado de BARABINO et al., 2010).

A hemolise é caracterizada pela destruicdo do eritrocito. A maior parte ocorre no
espaco extravascular (hemdlise extravascular) em que as células do reticulo endotelial,
principalmente do baco, destroem as células velhas e danificadas. J& a hemolise
intravascular € menos frequente e ocorre por alteracdes nos eritrdcitos os quais se rompem
no espaco vascular. A hemolise intravascular libera a Hb, molécula depletora de NO, e
reduz a biodisponibilidade deste que é um importante vasodilatador, facilitando assim, a
vaso-constricdo e a ativacdo de moléculas de adesdo. Além disso, a hemdlise libera
arginase, uma enzima que degrada a L-arginina, substrato enzimatico para a producao de

NO, ocorrendo entfo a reducdo na sintese pela destruicdo do seu precursor (ODIEVRE et
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al., 2011) (Figura 4 e 6). Este mecanismo também contribui com o estresse oxidativo, pois
a Hb livre se degrada e libera o grupo heme e o ferro, uma das substancias toxicas ao
organismo (ROTHER, et al. 2005) e que participa de vias de formacdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), como nas reacdes de Fenton e Haber-Weiss (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; KRUSZEWSKI, 2003), representadas na figura 5.

Figura 5. Reagbes de Fenton e Haber-Weiss. Estas reacOes
exemplificam a participacdo do ferro na producéo de espécies reativas
de oxigénio (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A fisiopatologia na AF desencadeia processos inflamatorios e, consequentemente,
subfenotipos clinicos. Os episodios de dor aguda sdo os eventos clinicos de maior
ocorréncia nestes pacientes e a principal razdo para a admissao hospitalar, seguida pela
Sindrome Toracica Aguda (STA). Certas complicacdes sdo predominantes em diferentes
estagios da vida. Por exemplo, nos dez primeiros anos, 0s mais comuns séo: episodios de
dores, iniciados com a sindrome mé&o-pé, em consequéncia da inflamacdo da regido do
metacarpo e metatarso; STA e Acidente Vascular Encefalico (AVE). No entanto, ndo estao
restritas a esta faixa etdria, podendo ocorrer por toda a vida do individuo com AF
(STEINBERG, 2008; REES et al., 2010).
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Figura 6. Representacdo dos principais eventos decorrentes da fisiopatologia na AF. A. A troca do sexto
aminoacido da cadeia beta-globina leva a producao de Hb S, que, quando desoxigenada polimeriza. B. O
eritrocito falcizado pode voltar a conformagdo biconcava quando em condigBes de normdxia. C. A
polimerizacdo, em estado de hipoxia, causa danos ao eritrcito e sua membrana levando a hemolise com
consumo de NO, pela liberacdo de Hb, a qual é dissociada, liberando o ferro, que contribui para a formagéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO) com aumento no estresse oxidativo (EO). D. A interacdo dos
eritrécitos falcizados com os leucdcitos e o endotélio vascular resulta na vaso-oclusdo. N (neutréfilo); EC
(células endoteliais); ISC (isquemia); RBC (eritrocito); R (reperfusdo); MetHb (metahemoglobia)
(modificado de STEINBERG, 2008).

1.8 Estresse Oxidativo e Capacidade Antioxidante

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de ERO e
os sistemas de defesa antioxidante. O estresse oxidativo na AF se deve ao aumento nos
niveis de peroxidacao lipidica, alteragdes nos niveis de glutationa (GSH) e nas atividades
das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR) e glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (VARMA et al,
1983; LOPEZ et al, 1999; DIOP et al, 2005). A peroxidacdo lipidica é resultado da ag&o de
ERO aos acidos graxos poli-insaturado da membrana celular resultando na alteracdo da
estrutura e permeabilidade destas membranas. Esta reacdo de peroxidacdo é dividida em
trés fases: 1. a fase de iniciacdo mediada por um radical hidroxila (OH") ou por ions de

ferro que sequestra o hidrogénio (H) do acido graxo poli-insaturado da membrana celular
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resultando no radical peroxila (LOO); 2. a fase de propagacdo com sequestro de outro H
do &cido graxo poli-insaturado formando um radical lipidio (L°); 3. no término temos a
propagacdo destes radicais (LOO e L") até a producdo de substancias genotdxicas como o
malondialdeido (MDA) (BURCHAM, 1998). A peroxidac&o lipidica pode ser avaliada, em
condicdes apropriadas de incubacdo (meio &cido e aquecimento) por meio do teste de
espeécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), no qual, o MDA reage com o &cido
tiobarbitarico (TBA) formando um cromoégeno com alta absortividade molar no espectro
visivel (MIHARA; UCHIYAMA, 1978; JANERO, 1990; BENZIE, 1996; CIOBICA et al.,
2011).

O controle oxidativo da Hb, ou de suas subunidades, é essencial para se estabelecer
a estrutura tetramérica da Hb, durante a eritropoese, e depois da destruicao eritrocitaria e
acumulo de Hb extracelulares (SCHAER; ALAYASH, 2010). Por essa razdo, ha vias
protéicas que detoxificam as células, como por exemplo, as proteinas estabilizadoras de a-
hemoglobinas (AHSP) as quais sdo responsaveis por se ligarem as cadeias o-globinas
funcionando como chaperonas moleculares, facilitando o rearranjo destas globinas, e como
proteinas de controle de qualidade, prevenindo a instabilidade das cadeias o diminuindo a
precipitacdo destas e, consequentemente, o estresse oxidativo (MOLLAN et al. 2010 e
2012). Para eventos pos hemolise, glicoproteinas plasmaticas como a haptoglobina (Hp) e
a hemopexina (Hpx) fazem parte do controle oxidativo.

A Hp foi descoberta em 1938 por Polonovski e Jayle como um “substrato ligante de
proteina plasmatica” (POLONOVSKI, 1938 apud SHAHABI et al., 2012). E composta por
dimeros ou uma montagem estrutural multimérica (ay B2... ox Px) na qual a subunidade P
se liga a um dimero de Hb formando complexo protéico irreversivel (Hb/Hp). Além de ser
reconhecida como ‘depletora’ de Hb livre, também tem potencial para atenuar alguns dos
principais efeitos adversos da mesma, como a vasoatividade, os danos oxidativos nos
tecidos e a autodestruicdo peroxidativa do grupo heme (BORETTI et al., 2009; BUEHLER
etal., 2009).

A Hpx também possui fungdo depletora. Liga-se ao grupo heme livre formando um
complexo Heme/Hpx e oferece efeito antioxidante adicional. Os complexos Hb/Hp e
Heme/Hpx sdo recuperados pelos respectivos receptores CD163 e CD91/LRP, que se
encontram nos macrofagos reticuloendoteliais, antes de serem degradados por proteases
lisossomais (KATO, 2009; SCHAER; ALAYASH, 2010) (Figura 7). A Hpx, além do
papel depletora do grupo heme, atua em processos como a homeostase do ferro e defesa
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bacteriostatica, entre outros. A determinacdo dos niveis plasmaticos de Hp e Hpx é
utilizada para avaliar os danos que algumas doencas causam aos eritrocitos, e
consequentemente auxiliam no diagnostico de anemias hemoliticas (DELANGHE;
LANGLOIS, 2001; KORMOCZI et al, 2006, HEILMANN et al., 2009, GUPTA et al.,
2011).

Figura 7. Via da resposta adaptativa e patolégica da hemélise intravascular. A. A hemdlise intravascular
libera Hb. B. A Hb intravascular livre desencadeia um conjunto de efeitos patologicos: é oxidada em
metahemoglobina (MetHb) quando sequestra o 6xido nitrico (NO), esgotando este vasodilatador endogeno e
libera o grupo heme e o ferro (Fe), culminando em estresse oxidativo, vasoconstricdo e vasculopatia. C.
Glicoproteinas de detoxificagdo, como a Hp, que se liga a Hb, e a Hpx, a qual se liga a grupo heme
extracelular, suprimem as consequéncias oxidativas da hemdlise. Os complexos formados (Hb/Hp e
heme/Hpx) sdo depletados nos macréfagos reticuloendoteliais, CD163 e CD91 respectivamente,
proporcionando efeitos antioxidantes e antiinflamatérios. A transferrina transporta o Fe livre no plasma,
impedindo sua oxidacdo (modificado de KATO, 2009).

1.9 Tratamento

A AF ¢ caracterizada por fisiopatologia complexa e diversificada e ha interesse
constante de pesquisa para melhorar a clinica e sobrevida dos pacientes. Sao trés as
intervencdes que diminuem a morbidade e mortalidade na AF: transfusdo sanguinea, uso
de hidroxiureia (HU) e a cura com o transplante de medula 6ssea (STYLES; VICHINSKY,

1997). Pacientes com DF podem necessitar de varias transfusGes sanguineas ao longo de
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sua vida acarretando em sobrecarga de ferro (FERTRIN; COSTA, 2010). Intervencao
farmacoldgica, com o uso de hidroxiureia (HU) ameniza a manifestacdo fenotipica da
doenca. O transplante de células tronco cura o individuo e € procedimento indicado para
pacientes que apresentam o fendtipo mais grave da DF (STYLES; VICHINSKY, 1997
FRENETTE; ATWEH, 2007). No Brasil até 2010, somente oito casos de transplante de
células tronco hematopoéticas (CTH) em pacientes com DF foram realizados, com um
caso de rejeicdo com recidiva da doenca. Daqueles com sucesso no transplante, ndo foi
registrado nenhum &bito e os pacientes tiveram sobrevida livre de eventos clinicos
(SIMOES et al., 2010).

A HU é uma pequena molécula que reduz a sintese do &cido desoxirribonucléico
(DNA) por inibir a ribonucleotideo redutase, e manter as células na fase S do ciclo celular.
Esta interrupcdo do ciclo celular, provavelmente € responsavel pelo aumento da Hb F
(REES, 2011) e, ha evidéncias de que a HU tem acdo como doadora de NO, o que aumenta
os niveis de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), que acelera a traducdo dos genes da
gama-globina (COKIC et al., 2003; ALMEIDA et al., 2012). Seus efeitos hematoldgicos
na DF acarretam na diminuicdo da polimerizacdo, principalmente pelos niveis aumentados
de Hb F; diminuicdo na producdo de neutrdfilos (acdo mielossupressora) e,
consequentemente, na aderéncia vascular e vaso-oclusdo; a formacdo de carbamil nitroso,
pela oxidacdo da HU, e consequente geragdo de nitroxil e NO, auxiliando na vaso-
dilatacdo. Estes efeitos permitem melhoria no fluxo sanguineo (DAVIES; GILMORE,
2003; WARE; AYGUN, 2009; ALMEIDA et al., 2012).

A HU é um agente quimico com boa biodisponibilidade oral e tem sido utilizada
por muitos anos no tratamento de doencas mieloproliferativas, como alguns tipos de cancer
(FRENETTE; ATWEH, 2007). Em 1998, foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de adultos com AF que apresentavam frequentes episddios
clinicos graves da doenca (STROUSE; HEENEY, 2012). A medicacdo previne danos a
Orgdos cruciais como figado, rins e cérebro e melhora a sobrevida nos adultos com DF.
Porém, nem todos os pacientes respondem adequadamente ao tratamento elevando os
niveis de Hb F na mesma propor¢do. Por isso, é necessario encontrar outros agentes que,
isolados ou em combinacdo com a HU, tenham efeitos mais robustos nos niveis de Hb F
(SCHECHTER, 2008).

Embora a HU apresente efeitos benéficos em curto prazo, pode apresentar potencial
risco genotoxico (NZOUAKOU et al., 2011). Como todo farmaco, a HU apresenta
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toxicidade, poréem seus efeitos benéficos superam os efeitos colaterais, no caso da DF.
Com dose, frequéncia de uso apropriado, e monitoramento da mielossupressdo, sua
administracdo pode ser considerada segura (KOVACIC, 2011).

A AF possui importancia epidemiologica no Brasil, sendo considerada um
problema de saude publica. Seus processos fisiopatologicos, complexos e diversificados,
desencadeiam manifestagfes clinicas variadas que podem ser moduladas por
polimorfismos genéticos e pelos haplétipos da globina beta-S. O hapl6tipo Bantu confere a
clinica mais grave e é o mais frequente em algumas regiées do Brasil. Em 2011, um
trabalho realizado pelo nosso grupo (SILVA, 2011), relatou resposta diferencial ao
tratamento com HU nos pacientes com AF, e com presenca de pelo menos um alelo Bantu.
Assim, este trabalho buscou entender a resposta ao tratamento com HU em pacientes com
AF que possuem haplo6tipo Bantu em homozigose, heterozigose e sem este haplétipo, por
meio de marcadores de hemdlise e de requisicdo medular, de estresse oxidativo e
capacidade antioxidante e niveis de Hb F. Com essas analises pretendemos entender os
aspectos genéticos e bioguimicos que conduzem a reposta individual ao tratamento com

HU em pacientes brasileiros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar, em portadores da AF, a influéncia do hapldtipo Bantu sobre marcadores
de estresse oxidativo e eritrogénico, em resposta ao tratamento com HU, correlacionando-

0s com parametros hematimétricos e niveis de Hb F.

2.2 Obijetivos Especificos:

- avaliar a concentracdo de Hb F nos subgrupos amostrais;

- quantificar e comparar os valores séricos de marcadores de hemolise (Hp e Hpx)
e eritrogénicos (Epo) nos diferentes subgrupos;

- avaliar pardmetros hematolégicos (GV, Hb, Ht. VCM, HCM, CHCM, e
reticulocitos) em cada subgrupo e relacionar com os niveis séricos de Hp, Hpx e Epo;

- comparar os niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) entre o0s subgrupos

amostrais e correlacionar com os valores de Epo, Hp, Hpx e Hb F.



3.Material e Método
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Casuistica

No ano de 2011 foram avaliadas 772 amostras de sangue periférico de individuos
com DF em acompanhamento clinico no Instituto Estadual de Hematologia Arthur de
Siqueira Cavalcante - HEMORIO, Rio de Janeiro-RJ. Estes pacientes fazem parte de um
amplo estudo em parceria com o0 HEMORIO e as amostras de sangue, plasma e DNA séo
armazenadas no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematoldgicas
(LHGDH). Todas as amostras de sangue (8 mL) foram coletadas por puncao venosa, por
equipes do HEMORIO, com material descartavel, em dois tubos de 4 mL, contendo EDTA
a 5%, para testes de triagem de hemoglobinas, biologia molecular e bioquimicos, apo6s o
consentimento livre e esclarecido, conforme normas da Resolugdo do Conselho Nacional
de Salude (CNS) 196/96 e complementares. Para obedecer aos principios estabelecidos por
esta Resolucdo, o presente projeto foi registrado sob o n® 006/11 e Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) 0030.0.229.000-10 aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do HEMORIO. Todos os pacientes foram selecionados por meio
de entrevista e aplicacdo de questionario (Apéndice I) sobre informagdes clinicas e uso de
outros medicamentos.

A presenca da homozigose para Hb SS, para confirmacdo da AF, foi feita por meio
de testes de triagem béasica e investigagio molecular em todos o0s pacientes.
Posteriormente, os individuos foram genotipados quanto aos haplétipos da globina p° e
aqueles que ndo apresentaram o perfil genético de inclusdo nesse estudo foram excluidos
desse grupo amostral.

Portanto, a selecdo do grupo amostral partiu da genotipagem dos 772 pacientes
quanto a presenca da Hb S. Destes, 623 possuem AF e 531 (100%) foram genotipados
quanto os haplotipos B°. Além dos haplétipos com combinagdes tipicas dos sitios
polimérficos analisados, alguns hapl6tipos apresentaram diferentes combinacgdes dos sitios
de restricdo e estes foram denominados de Atipicos e classificados por nimeros (Figura 8).
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Figura 8. Caracterizagdo dos alelos atipicos dos haplotipos p°. Dez
alelos apresentaram padrdes de digestdo diferenciados os quais foram
denominados de Atipicos e classificados por nimero. (+) presenga do
sitio de restricdo; (-) auséncia do sitio de restricéo.

Foram encontrados 294 (55,36%) Bantu/Bantu, 130 (24,5%) Bantu/Benin, dois
(0,37%) Bantu/Senegal, dois (0,37%) Bantu/Saudi, trés (0,57%) Bantu/Camardes, 46
(8,66%) Bantu/Atipicos, 36 (6,78%) Benin/Benin, um (0,19%) Benin/Saudi, trés (0,57%)
Benin/Camardes, dez (1,88%) Benin/Atipico e quatro (0,77%) Atipico/Atipico (Tabela 2).

Dos 1062 (100%) cromossomos analisados, foram identificados 771 (72,60%)
Bantu, 216 (20,35%) Benin, dois (0,18%) Senegal, trés (0,29%) Saudi, seis (0,56%)
Camardes e 64 (6.02%) Atipicos (Tabela 3). A caracterizagdo do grupo amostral
possibilitou a redacdo de um artigo no formato de Carta ao Editor que foi aceito e sera

publicado na Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (Apéndice I1).
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Tabela 2. Frequéncia genotipica dos haplotipos B/ p°
Frequéncia Genotipica TOTAL

Haplétipos B°/ p° n (%) n (%)
Bantu/Bantu 294 (55,36) 294 (55,36)
Bantu/Benin 130 (24,50) 130 (24,50)
Bantu/Senegal 2(0,37) 2 (0,37)
Bantu/Saudi 2(0,37) 2 (0,37)
Bantu/Camardes 3(0,57) 3(0,57)
Bantu/Atipico 1 20 (3,76)

Bantu/Atipico 2 3(0,57)

Bantu/Atipico 3 7(1,31)

Bantu/Atipico 4 1(0,19)

Bantu/Atipico 5 3(0,57)

Bantu/Atipico 6 5(0,94) 46 (8,66)
Bantu/Atipico 7 2(0,37)

Bantu/Atipico 8 1(0,19)

Bantu/Atipico 9 3(0,57)

Bantu/Atipico 10 1(0,19)

Benin/Benin 36 (6,78) 36 (6,78)
Benin/Saudi 1(0,19) 1(0,19)
Benin/Camardes 3(0,57) 3(0,57)
Benin/Atipico 1 6 (1,13)

Benin/Atipico 3 1(0,19)

Benin/Atipico 4 1(0,19) 10 (1,88)
Benin/Atipico 7 2 (0,37)

Atipico 1/Atipico 1 2(0,37)

Atipico 4/Atipico 4 1(0,19) 4 (0,75)
Atipico 6/Atipico 6 1(0,19)

TOTAL 531 (100) 531 (100)

Tabela 3. Frequéncia alélica dos haplotipos p°

Frequéncia Alélica TOTAL
Haplétipos p° n (%) n (%)
Bantu 771 (72,60) 771 (72,60)
Benin 216 (20,35) 216 (20,35)
Senegal 2 (0,18) 2 (0,18)
Saudi 3(0,29) 3(0,29)
Camardes 6 (0,56) 6 (0,56)
Atipico 1 30 (2,82)
Atipico 2 3(0,29)
Atipico 3 8 (0,75)
Atipico 4 4 (0,37)
Atipico 5 3(0,29) 64 (6.02)
Atipico 6 7 (0,66)
Atipico 7 4(0,37)
Atipico 8 1 (0,09)
Atipico 9 3(0,29)
Atipico 10 1 (0,09)

TOTAL 1062 (100) 1062 (100)
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Apds a genotipagem, as amostras foram separadas segundo os critérios de incluséo
para compor 0s grupos amostrais. Como o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do
haplétipo Bantu frente ao uso de HU, primeiramente, foram excluidos pacientes que nao
tomaram HU h& pelo menos 300 dias antecedentes a data da coleta. Este tempo de
exposicdo ao medicamento foi estabelecido para a certeza do uso da HU e da aderéncia do
paciente a este tratamento. Posteriormente, foram excluidos aqueles que receberam
transfusdo sanguinea ha pelo menos 120 dias antes da coleta da amostra e aqueles com
idade inferior a dez anos. Porém, foram incluidas seis amostras de pacientes com idade
entre seis e nove anos no grupo sem hapl6tipo Bantu para aumentar a casuistica, pois a
ocorréncia de pacientes com esse perfil foi pequena. Para isso, antes das comparacGes e
correlagcbes entre 0s subgrupos amostrais, 0 subgrupo em questdo foi dividido em
individuos com idade inferior a dez anos (seis pacientes com média de 8 + 1,17 anos), e
individuos com idade acima de dez anos (dez pacientes com média de 38,5 + 13,6 anos). A
analise estatistica foi realizada para verificar se este viés de pacientes com idade inferior
poderia influenciar os resultados quanto aos parametros elencados para o projeto. Os dados
mostraram que os individuos com idade inferior ndo influenciam os resultados como esta

representado na tabela 4.

Tabela 4. Influéncia da idade nos parametros avaliados no subgrupo sem haplétipo Bantu
Idade inferior a 10 anos  Idade superior a 10 anos

Média + DP (n=6) Média+ DP (n=10)  valordep
Hb F (%) 10,16 8,27 13,74 + 10,05 0,47
TBARS (ng/mL) 2244,33 + 1542,0 3131,5 + 2221,0 0,40%
GV (10°L) 2,68 + 0,51 2,31 +0,47 0,16*
Epo (mU/mL) 605,9 + 230,5 872,7 +125,1 0,12"
Hp (ng/mL) 681,7 23,0 685,6 + 20,3 0,74*
Hpx (ng/mL) 1626,6 + 88,2 1814,6 +127,7 0,46"
Hb (g/dL) 8,63+ 1,81 8,14+ 1,16 0,51*
Ht (%) 24,2 +524 23,09 + 3,53 0,61*
VCM (fl) 89,8+514 101,9 + 15,47 0,08*
HCM (pg) 32,142,724 36,11 £ 6,2 0,15*
CHCM (%) 35,58 + 1,2 35,31+ 1,05 0,64*
Reticuldcitos (%) 8,82+3,03 8,95 + 3,46 0,04*
Reticulécitos (K/ pL) 230,46 + 66,0 206,2 + 109,0 0,63*

*Comparacdo por teste t. © Comparacdo por Mann-Whitney. DP: desvio padrdo. (ng/mL)
nanogramas por milititro; (10%/L) um bilhdo por litro; (mU/mL) mili unidades por mililitros;
(g9/dL) gramas por decilitros; (%) porcentagem; (fl) fentolitros; (pg) picogramas; (K/ uL) mil por
microlitros.

Além da exclusdo dos itens que poderiam influenciar os resultados citados acima,
foi pensado que o tempo de exposicdo ao tratamento com hidroxiureia (HU) também

poderia mascarar os resultados. Como o objetivo geral foi avaliar a influéncia do haplétipo
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Bantu na resposta ao tratamento com HU sobre alguns parametros hematologicos e
bioquimicos, o medicamento ndo poderia interferir nos resultados. Para isso, foram
realizados testes estatisticos a fim de verificar a influéncia ou ndo do medicamento. Os
pacientes foram divididos em: uso de HU a menos de 1000 dias e uso de HU igual ou
maior que 1000 dias (< 1000 dias e > 1000 dias). A separacdo dos pacientes em dois
tempos de exposicdo extremos foi escolhida por dois motivos: para saber se uma exposi¢ao
cronica (acima de 1000 dias) mudaria os parametros avaliados e, a fragmentacdo dos
subgrupos em varios tempos de exposicdo diminuiria 0 numero de pacientes
impossibilitando a realizacdo de testes estatisticos. Os resultados mostraram que o tempo
de exposicdo ao medicamento ndo esté relacionado com nenhum dos parametros avaliados

neste trabalho como mostra a tabela 5.
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Assim, apds a normatizacdo, fizeram parte do grupo amostral 67 amostras de
pacientes com AF, sendo 37 mulheres e 30 homens, com média de idade entre 29,65 +
16,13 anos e sob o uso de HU ha 1036,56 + 886 dias. A tabela 6 ilustra o valor percentual
das fragdes de Hb presentes e confirma a ndo ocorréncia de transfusdo sanguinea pelos

baixos niveis de Hb A e altos niveis de Hb S.

Tabela 6. Quantidade de hemoglobinas presente no grupo amostral
Quantidade de Hb [Média (%) + DP (Min-Max)]
Quantidade de Hb

Hemoglobinas Grupo amostral (AF) .
normais em adultos
Hb A 3,12+3,43 96,0 — 98,0
(0,9 - 25,9)
HbS 80,0+ 7,74 0,0
(53,4-92,1)
Hb A, 4,37+1,18 2,5-35
(2,1-10,6)
Hb F 12,10+ 7,3 0,0-1,0
(0,7-28,4)

Hb A: maior guantidade nos adultos normais; Hb S: hemoglobina presente
nas DF; Hb F: hemoglobina fetal. DP: desvio padrdo. Minimo — Maximo.

Ap0s o estabelecimento dos critérios de excluséo, o grupo amostral foi dividido em
trés subgrupos: 25 (37,3%) amostras de individuos homozigotos para o haplétipo Bantu
(Bantu/Bantu); 26 (38,8%) de heterozigotos para o haplotipo Bantu (Bantu/_) e 16 (23,9%)
sem o haplotipo Bantu (_/ ) (Tabela 7). Apds a eliminacdo de todos 0s possiveis vieses, a
comparacao entre 0s subgrupos amostrais pode ser iniciada e estd apresentada, segundo o0s
objetivos especificos propostos.

Tabela 7. Caracteristicas do grupo amostral.

Subgrupo Hapl6tipos Frequéncia Idade (anos) Uso de HU (dias)
Genotipico B/ B° genotipica n (%) Média + DP Média + DP
Bantu/Bantu Bantu/Bantu 25 (37,30) 31,4+£156 1283,5 £ 1152
(n=25) (360,0 - 5.760,0)
Bantu/_ Bantu/Benin 20 (29,84)

(n=26) Bantu/Atipico 1 3 (4,46) 29,62 + 15,43 754,23 + 431,14
Bantu/Atipico 4 1(1,50) (300,0 — 2.039,0)
Bantu/Atipico 5 1(1,50)
Bantu/Atipico 6 1(1,50)

A Benin/Benin 13 (19,40)

(n=16) Benin/Atipico 1 1(1,50) 28,0+18,8 1109 + 881,3
Atipico 2/Atipico 2 1(1,50) (300,0 — 3.156,0)
Atipico 4/Atipico 4 1(1,50)

TOTAL 67 (100%) 29,65 + 16,13 1036,0 + 886,25

DP: desvio padrdo (minimo — maximo). _: qualquer haplétipo p° exceto o Bantu.
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3.2 Meétodo:

As andlises laboratoriais especificas foram desenvolvidas no Laboratério de
Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematoldgicas (LHGDH), do Departamento de
Biologia sediado na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) -
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE) campus de Sao José do Rio
Preto, SP. Os testes para hematimetria e eritrogénese (GV, Hb, Ht, VCM, HCM, CHCM e
reticuldcitos) foram realizados no HEMORIO em equipamentos automatizados.

A seguir, o detalhamento técnico realizado na UNESP:

3.2.1 Caracterizacdo do perfil hemoglobinico dos pacientes

As amostras coletadas passaram por testes classicos da investigagdo de anemias
hereditarias a fim de confirmar a presenca da Hb S e quantificar as Hb presentes no adulto
(Hb A, Hb A, Hb F e possivel Hb S), pelos métodos a seguir:

e Resisténcia globular osmdtica eritrocitaria em solucdo de NaCl a 0,36%
(SILVESTRONI; BIANCO, 1975)

Principio:

Teste seletivo utilizado para identificar possivel talassemias do tipo beta,
principalmente na forma heterozigota, pois em 97% desses casos, 0S eritrocitos
microciticos sdo mais resistentes & hemdlise, nesta concentracdo. A resisténcia globular
ndo é especifica para talassemia beta heterozigota, e resultados positivos sdo encontrados

também em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como na Hb C.

Reagentes:
Solucéo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4

- NaCl 904¢
- Na2HPO4 1,36 g
- NaH,P0O4.H,0 0,28 g

- Agua destilada g.s.p 100 mL
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Solucao trabalho

- NaCl 10% 36 mL
- Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Procedimento:

Em tubo de ensaio colocou-se 2 mL de solucdo de NaCl a 0,36% e 10 uL de sangue

total, agitando por inversdo, suavemente. A leitura foi feita ap6s 10 minutos.

Inter pretacao:

O tubo de hemdlise com a amostra na solucdo de NaCl a 0,36% foi colocado a 2,0
cm de uma folha branca com linhas negras (Figura 9). O teste foi interpretado como
positivo quando ndo se visualizava as linhas, pois o eritrécito ndo se rompendo tornava a
amostra opaca. Em amostras com resisténcia normal & hemdlise visualizavam-se

facilmente as linhas através da solu¢do translicida.

Figura 9: llustragdo dos possiveis resultados para a resisténcia globular osmética a NaCl a 0,36%. O nimero
1 ilustra uma amostra positiva em que, devido a resisténcia dos eritrécitos a esta solugdo,ndo é possivel a
visualizacdo das linhas negras. J& 0 nimero 2 ilustra uma amostra negativa em que os eritrocitos se rompem
nesta solucdo possibilitando a visualizacdo das linhas.

e Andlise, afresco, da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Os esfregacos sanguineos foram confeccionados na forma de “esfregaco italiano”
padronizado no LHGDH, no qual os eritrécitos sdo mais facilmente visualizados. Estes
foram analisados ao microscépio Optico, quanto ao tamanho (microcitose, macrocitose e
anisocitose), forma (poiquilicitose) e quantidade de Hb (hipocromia e hipercromia). Os
resultados foram expressos da seguinte maneira, segundo padroniza¢do do LHGDH para
cada um dos parametros avaliados.

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

- alteragdes acentuadas: (+++) - células normais: (N)
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e Preparacéo de hemolisados:

Principio
Por meio de uma reacdo de lise da membrana dos eritrocitos, liberou-se as Hb
presentes, as quais foram submetidas a procedimentos eletroforéticos. Os reagentes

utilizados foram:

Reagentes
Hemolisado Répido - com saponina (NAOUM, 1990).

Reativo hemolisante:

- Saponina P.A. 1g
- Agua destilada 100 mL
Procedimento:

- Em placa de Kline foi colocado 50 ul. de sangue com 100 pL de reativo
hemolisante (*2 volume de amostra para 1 volume de reagente), com posterior
homogeneizacdo até a hemaolise completa;

- O hemolisado pode ser utilizado apds 5 minutos e, no maximo, até 4 horas apés

sua preparacdo, em temperatura ambiente (25° C).

e Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965)

Principio:
Técnica qualitativa utilizada para deteccdo de Hb normais e anormais,
principalmente as variantes. A leitura se baseia nas diferentes cargas elétricas das Hb, que

acarretam em mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais.

Reagentes:

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

- Tris hidroximetil aminometano 10,2 ¢
- Acido etilenodiaminotetracético 0,69
- Acido Bérico 329

- Agua destilada g.s.p 1000 mL
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Conservado em 4° C.

Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampéo TEB por 15 minutos,
no minimo, e seis horas, no maximo, antes da aplicacdo do hemolisado;

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

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

- Passaram-se 300 volts por aproximadamente 30 minutos do polo negativo para
positivo;

- As fragdes de Hb foram analisadas de acordo com o posicionamento na fita, e
seguindo mapa de migragdo com padrdo conhecido. No sentido da mais eletronegativa para
a mais eletropositiva temos: Hb A, mais eletronegativa, seguida das Hb S, Hb Fea Hb A

como a mais eletropositiva.

e Eletroforese de hemoglobinas em pH acido (VELLA, 1968)

Principio:
Na eletroforese de pH alcalino, a Hb C migra na mesma posicdo que a Hb A,,e a
Hb D na mesma posicao que a Hb S.. Esta técnica é utilizada para diferenciar alguns desses

tipos de Hb que migram em posi¢Oes semelhantes na eletroforese em pH alcalino .

Reagentes:
Tampéo Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimentos eletroliticos e confecc¢éo do

gel:
- Na;HPO,4 2,02 ¢
- NaH,PO4.H,0 7.66 g
- Agua destilada g.s.p 1000 mL

Conservar em 4° C.

Gel de Agar-Fosfato
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- Agar-agar 500 mg
- Tampao 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 por um minuto ou até completa dissolucéo, sendo
o tempo interrompido de 10 em 10 segundos para evitar fervura e evaporacao;

- Foram pipetados 5,0 mL do gel, em laminas de microscopia, para gelificarem em
temperatura ambiente;

- As amostras foram aplicadas na porcdo média da lamina, inserindo o aplicador
com cuidado para néo partir totalmente o gel,

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

- Passaram-se 100 volts por 45 minutos no sentido do p6lo positivo para o negativo;

As fracbes de Hb foram analisadas de acordo com o posicionamento no gel
segundo mapa de migracdo e padrdo conhecido. No sentido da mais eletropositiva para a

mais eletronegativa temos: Hb C, Hb S, Hb A e Hb F mais eletronegativa.

e Perfil hemoglobinico e Quantificacdo das fracbes por Cromatografia liquida de

alta performance (BIO-RAD Kit de Beta-Talassemia Heterozigota)

Principio:

Com base na carga elétrica de cada uma das fracGes é possivel identificar o perfil
de Hb e os valores percentuais de cada uma das fracbes. O equipamento utilizado foi o
VARIANT (BIO-RAD) com Kit de andlise Beta Talassemia Heterozigota, que consiste na
cromatografia de troca idnica em um sistema fechado, no qual duas bombas de émbolo
duplo e uma mistura de tampdes de diluicdo, com controles de gradientes pré-
programados, passam pela coluna detectando as alteracdes de absorbancia a 415 nm. O
filtro secundéario de 690 nm corrige a linha de base para efeitos provocados pela mistura de
tampdes com forgas ibnicas diferentes. As mudancas na absorbancia s&o monitoradas e
exibidas como um cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de analise,
provenientes do detector, sdo processados por um integrador embutido e impressos no

relatorio da amostra, de acordo com o tempo de retencdo. O tempo de retencdo é o tempo
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transcorrido entre a injecdo da amostra até o apice do pico da Hb. Cada Hb tem um tempo
de retencdo caracteristico relacionado a sua carga elétrica . No final da anélise de cada
amostra, uma copia do cromatograma e os dados do relatério sdo automaticamente

Impressos.

Procedimento:

Em um tubo de 1,5 mL, foram misturados 5 puL. de sangue total com 1,0 mL de
solucdo hemolisante, fornecida no kit de analise. Apds a hemolise total, as amostras foram
acondicionadas nos recipientes adequados e alojadas no equipamento para realizagcdo dos
procedimentos de leitura e analise das fracOes.

I nter pretacao:

A quantificacdo das diferentes fracdes de Hb em uma amostra foi realizada a partir
dos valores percentuais e do tempo de retencdo, fornecidos pela calibracdo especifica, e
emitidos em modelo proprio, que incluiu valores numéricos e perfil cromatografico. Aos
valores de Hb A, obtidos pela HPLC foram incluidas as subfraces de Hb A glicosilada e
Hb A acetilada, denominadas “P2” e “P3” pelo equipamento respectivamente. Os valores
de Hb A; considerados normais foram de 2,5 a 3,5% e os de Hb F até 1,3%, previamente
estabelecidos e fornecidos pelo fabricante.

3.2.2 Genotipagem

e Extracéo do DNA (SAMBROOK et al., 1989 — modificado por PENA et al., 1991)
Principio:
Técnica utilizada para extrair DNA genémico a partir de sangue total. Os tampdes

de lise rompem os eritrécito e globulos brancos. O fenol é utilizado para a remocdo de

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

Reagentes:

1. Solucdo de lise 1 para extracdo de sangue (tampdo utilizado na lise de células

vermelhas)
- Sacarose 0,32 M 10,95¢
- Tris HCI 10 mM 1mL

- MgCl; 5 mM 0,5mL
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- Triton 1% 100x 1mL
- Agua mili-Q autoclavada q.s.p. 100 mL
2. Solucdo de lise 2 para extracdo de sangue (tampé&o utilizado na lise de células brancas)
- 0,075 M de NaCl 2,199
-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

Conservado em freezer.
4. Fenol
5. Cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)
6. Etanol 70%
7. KCI 2M

Procedimento:

Amostras de sangue periférico (800 pL), colhidas com EDTA, foram colocadas em
microtubos e o volume completado para 1,5 mL com solugéo de lise 1 . Ap6s 10 minutos
de agitacdo, foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi desprezado
e ao precipitado foram acrescentados 1,0 mL de solucdo de lise 1, esse passo foi repetido
por duas vezes. O sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 450 uL de solucdo de lise
2; 25 ulL de SDS a 10% e 5 pL de proteinase K 20 mg/mL para lise de proteinas restantes.
Ap6s homogeneizacéo, o microtubo foi colocado em banho-maria por trés horas a 42°C.

Posteriormente, foram adicionados 500 uL de fenol. O material foi homogeneizado
e centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Ap6s centrifugacdo, a fase superior foi
transferida para outro microtubo, e adicionados 500 uL da solucdo de cloroférmio e alcool
isoamilico na proporcdo 24:1 para a purificacdo da solucdo. O material foi homogeneizado
e, hovamente, centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Esse Ultimo passo foi repetido
por mais uma vez.

O sobrenadante foi colocado em tubo cotendo 50 uL de solucdo de KCI 2M gelada
e acrescentado 500 uL etanol 100% bem gelado para facilitar a precipitacdo do DNA. O
tubo foi invertido varias vezes até a precipitacdo do DNA.
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O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o
sobrenadante desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200 uL etanol 70%
(gelado), para iniciar a hidratacdo, o sobrenadante, ap6s centrifugacdo, foi desprezado.
Apos a evaporacdo do etanol, o DNA foi solubilizado com 50 uL de &gua ultra pura e

conservado em freezer —20°C.

e Andlise molecular para Hb Spor PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985 modificado)

A deteccdo da mutacéo foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase seguida de
analise de restricio (PCR-RFLP). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a
amplificacdo que envolve o cédon 6 foram: o oligonucleotideo iniciador P 277 (sense): 5’
GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o oligonucleotideo iniciador P 278 (antisense):
5> ACCTTA GGG TTG CCC ATA AC 3.

Mistura de reacdo de amplificacdo

H.0 13,3 uL
Tampao sem MgCl, (10X) 2,5uL
MgCl; (50 mM) 3,0 uL
dNTP (1,25 mM cada) 1,0 uL
Primer P277 (10,0 uM) 1,5ulL
Primer P278 (10,0 uM) 1,5 ulL
Taq Polimerase (5U) 0,2 uL
DNA (150 ng/uL) 2,0 uL
Volume Final da reacéo 25 ul

A reacdo de amplificacdo obedeceu as seguintes condi¢fes: um ciclo com 35
repeticdes de 30 segundos a 94°C para deshaturacdo inicial, anelamento dos primers
durante 30 segundos a 55°C e extensdo da fita por adi¢do dos dNTPs de 1 minuto a 72°C; e
um outro ciclo com uma repeticdo de 10 minutos a 72°C para extensdo final da dupla
hélice dos DNAs recém sintetizados, totalizando 36 ciclos de repetices.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi digerido a 37 °C por 3 horas. A
enzima utilizada foi a Dde | (C|{TNAG).
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Mistura de reacdo de digestao

H,0 13,1 uL
Ddel 2,1 uL
PCR 5,0 uL

A mutacdo no codon 6 (GAG — GTG) elimina um sitio de restri¢cdo para a enzima
Dde I; assim ap06s a digestdo o alelo normal gerou 3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 pb e
0 alelo mutante gerou 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 coloragdo com brometo de etidio. (Figura 10).

AA AS 55
+ | CEEpD
- - 201 pb
W BE-27 pb

Figura 10. Representagdo esquematica dos possiveis produtos de restricio da PCR-RFLP para HbS. AA:
homozigoto selvagem; AS: heterozigoto para Hb S; SS: homozigoto para Hb S; pb = pares de bases.

e Andlise dos Haplétipos 8° (SUTTON et al., 1989)

A determinagéo dos haplotipos foi realizada por PCR-RFLP, por meio da anélise de
seis sitios polimorficos, e a classificacdo segundo Sutton e colaboradores (1989) (Figura

11).
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Figura 11. Representacdo esquematica dos sitios polimoérficos estudados
na determinagdo dos haplotipos B°. (+) indica presenca do sitio
polimérfico; (-) indica auséncia do sitio polimérfico.

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para analise dos polimorfismos da

familia B estdo listadas na Tabela 8.

Tabela 8. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo de regides da familia p.

Oligonucleotideo iniciador Sequéncia do oligonucleotideo iniciador (5’ —3’) Direcdo  Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT — .G
H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC — >
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA — G
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — !
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — A
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC — !
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA —

H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT — R
H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC — ,
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA — 3P
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG — ,
H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT — P

—: sense ; < anti-Sense

Os reagentes, a concentracdo utilizada para a montagem da solucdo de reacdo e as

condicdes de amplificacdo estdo representadas nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
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Tabela 9. Composicdo das reacdes utilizadas para amplificacdo das regides polimérficas
da familia da globina .

Volumes (pL)

Componentes Xmnll  Hind Il Hincll Hinf I
5v¢  y%ey®  WBeyp 5B
H,O 17,125 18,55 17,55 16,6
Tampao (10X) 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, (50 mM) 1,25 1,0 1,0 1,25
dNTP’s (2 mM) 25 - - 2,5
dNTP’s (10 mM) - 0,75 0,75 -
Oligonucleotideo iniciador 5° (10 uM) - 0,5 0,5 0,5
Oligonucleotideo iniciador 3° (10 uM) - 0,5 0,5 0,5
Oligonucleotideo iniciador 5° (25 uM) 0,25 - - -
Oligonucleotideo iniciador 3° (25 uM) 0,25 - - -
Taq Polimerase (5U/uL) 0,125 0,20 0,20 0,20
DNA (100 ng/ uL) 1,0 1,0 1,0 1,0
Volume Final (uL) 25,0 25,0 25,0 25,0

Tabela 10. Condicdes das reacdes utilizadas para amplificacdo das regides polimoérficas da familia da globina

B.
Desnaturacéo Desnaturagéo Anelamento Extensé&o ]
o _ Extenséo Final
Regido Inicial 35 ciclos
TEC) | Tempo | T(°C) | Tempo | T(°C) | Tempo | T (°C) | Tempo | T (°C) | Tempo
R 94 5’ 94 45” 60 45” 72 1’307 72 7
y© 94 5’ 94 30” 55 I 72 r 72 7
v A 94 5 94 30” 55 I 72 I 72 7
Y3 94 5 94 30~ 55 r 72 1’ 72 7
3yB 94 5’ 94 30” 55 r 72 r 72 7
5B 94 5’ 94 457 57 457 72 1°30” 72 7

O produto da PCR foi digerido, a 37°C durante 3 horas, para a regido 5’y © e para as

demais foi digerido por 5 minutos a 37°C com endonucleases de restricdo apropriadas para

cada sitio polimorfico. O tamanho dos produtos de amplificacdo e apds clivagem, podem

ser observados na Tabela 11.
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Tabela 11. Tamanho dos produtos amplificados e apés a clivagem com as endonucleases de restrigéo.

) Tamanho do
Oligonucleotideo ] . Tamanho dos fragmentos
. Enzima Regido fragmento .
iniciador . apos a clivagem
amplificado

HO e H1 Xmn | 5 © 657 pb 450 pb + 200 pb
H2 e H3 Hind 111 y© 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3e H4 Hind 111 yA 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 e H6 Hinc Il YB3 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7 e H8 Hinc Il 3’yp 590phb 470 pb + 120 pb
H9 e H10 Hinf | 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

A identificacdo dos padr@es de restricdo que determinam os hapl6tipos foi realizada
por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio e visualizado sob
luz ultravioleta.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restricao.
De acordo com perfil de restricdo para as seis regiGes polimérficas da familia da B-globina,

foi possivel definir os haplétipos B°.

3.2.3 Avaliacéo do estresse oxidativo

O sangue total foi centrifugado por aproximadamente 15 minutos e o plasma foi
separado em duas aliquotas: uma para avaliar a peroxidacao lipidica (TBARS) e outra para

0s testes de imunoensaio enzimatico para a quantificacdo dos niveis de Epo, Hp e Hpx.

e Dosagem de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS)
(MIHARA; UCHIYAMA, 1978).

A dosagem plasmatica das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi
utilizada para avaliar a peroxidacéo lipidica ocorrida nos eritrocitos. O método € baseado
na reacao do malondialdeido (MDA) e outros aldeidos, com o acido tiobarbiturico (TBA),
em pH baixo e temperatura elevada, para formar um complexo MDA-TBA de cor rosa

com absorcdo maxima em 535 nm. Valores até 440 ng/mL séo considerados normais.
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Reagentes:

Tampao fosfato 75 mM (pH 2,5)

Fosfato monobaésico de potassio (KH,PO,)

H,0 destilada qg.s.p.

109

1000 mL

Foi adicionado 500 mL de H,O para dissolver e posteriormente acidificado com

acido acético glacial. Depois a solucdo foi completada para 1000 mL.

Acido tiobarbitdrico (TBA) 10 nM

TBA 0,036 g
Tampéo fosfato 75 mM (pH 2,5) 25 mL
Foi utilizado 1 mL desta solucdo para cada amostra a ser dosada.

Solugéo padréo MDA (1,1,3,3, tetraeroxipropano) 20 uM

Solugdo com 400 uM

1,1,3,3, tetratoxipropano 99 uL
H,O d 1000 mL
Solugao com 20 uM

Solu¢do com 400 uM 5mL
H,0 d g.s.p. 100 mL
Procedimento

Em tubos de ensaio, pipetar os reagentes na ordem e quantidade que estdo dispostos

na tabela 12.

Tabela 12. Representa¢do esquematica dos tubos a serem pipetados para

dosagem de TBARS
Tubos Contetdo Descricao
1 500 pL de H,O d + 1 mL de TBA Branco
2 500 uL de H,O d + 1 mL de TBA
3 500 pL de padréo + 1 mL de TBA Padrio
4 500 pL de padréo + 1 mL de TBA
5 500 pL de amostra + 1 mL de TBA Amostra

H,O d: agua destilada; branco: nome dado a solucdo que ndo apresenta nem o padrdo de MDA, nem amostras
de plasma. Sendo assim, ndo deve apresentar luminescéncia na espectometria.
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ApOls pipetar as amostras, 0s tubos foram incubados por 1 hora a 94°C e
acrescentado 4 mL de alcool n-butilico apds descanso de 15 minutos das amostras em
temperatura ambiente. A solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 2.500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante contendo o complexo MDA-TBA foi lido no espectofotdmetro.

Calculo 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

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

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

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

F = 4406,1/A padrdo TBARS

(lembrando que A padrdo TBARS é a média, ou seja (A1+A2)/2 referente as amostras 2).

3.2.4 Quantificacdo dos niveis séricos de Hp, Hpx e Epo

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O teste ELISA ¢ baseado no método sanduiche, com duplo anticorpo. Neste ensaio
0 antigeno a ser detectado (glicoproteinas plasmaticas - Hp, Hpx e Epo), presente na
amostra, reage com o anticorpo anti-enzimatico que esta aderido a superficie da microplaca
de poliestireno, formando um complexo. As proteinas que ndo se ligarem sdo removidas
por lavagem. E adicionada entdo, uma peroxidase conjugada com outro anticorpo anti-
enziméatico. Um segundo passo de lavagem é requerido. Um substrato cromdgeneo é
adicionado e, por reacdo enzimatica de oxidagdo, ocorrera a emissao de fluorescéncia. Por
fim, se adiciona uma solucdo 4acida para interromper a reacdo do cromdgeneo

possibilitando a leitura das amostras.



Material e Méodo 59

A intensidade de cor gerada é diretamente proporcional a quantidade de conjugado
ligado ao complexo anticorpo, e consequentemente, diretamente proporcional a quantidade
de antigeno na amostra, ou seja, a quantidade das glicoproteinas de interesse.

Os resultados do ensaio sdo quantificados espectrofotometricamente a 450 nanémetros,
usando um leitor de microplaca (Multiskan FC). Os resultados da absorbancia de cada
amostra é gerado por um Software, neste caso o Skanlt Software 2.5.1 RE. Ele apresenta a
absorbancia de cada amostra e gera a curva padrdo dos calibradores e até a concentragdo de

glicoproteina na amostra.

e Protocolo de ELISA para detectar ERITROPOETINA HUMANA (R&D Systems)

Principio
Imunoensaio para a determinacdo quantitativa de concentracdes de Epo em plasma

humano. A figura 12 ilustra o principio.

Figura 12: Representacdo esquematica do principio do teste de ELISA para deteccéo de Epo.

Procedimento

1. Manter os reagentes em temperatura ambiente antes do uso.
2. Pipetar 100 pL de Diluente de Ensaio Epo para cada poco.
3. Adicionar 100 uL de padrdes, controles e amostra por po¢o correspondente. Mexer

levemente a microplaca durante cerca de 1 minuto para misturar o conteudo dos pogos.
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Cobrir a microplaca com a pelicula fornecida e incubar durante 2 horas + 5 a temperatura
ambiente.
4. Aspirar o conteudo de cada poco. Secar invertendo a microplaca sobre toalhas de
papel. N&o lavar.
5. Adicionar 200 uL de Conjugado Epo a cada poco. Cobrir a placa com uma nova
pelicula adesiva e incubar durante 2 horas + 5 & temperatura ambiente.
6. Aspirar cada poco e lavar, repetindo o processo trés vezes, num total de 4 lavagens.
A lavagem efetua-se enchendo cada pogco com Tampdo de Lavagem (400 uL), usando
pipetador automatico. A remocdo completa do liquido, em cada passo, é essencial para um
bom desempenho. Apos a ultima lavagem, remover qualquer vestigio de Tampéao de
Lavagem por aspiracdo, ou invertendo a placa de encontro a uma toalha de papel.
7. Adicionar 200 pL de Solugdo Substrato a cada pogo (Nota: a Solugdo Substrato
deve ser utilizada no prazo de 15 minutos apds preparacdo). Incubar durante 20-25 minutos
a temperatura ambiente (20-25° C) na bancada.
8. Adicionar 100 uL de Solucdo de Parada a cada poco. Se a mudanca da cor nao
parecer uniforme, agitar a placa com cuidado para assegurar uma boa mistura.
Q. Determinar a densidade Optica (D.O.) de cada pogo no prazo de 15 minutos,
utilizando um espectrofotdmetro regulado a 450 nm. Se a corre¢cdo do comprimento de
onda estiver disponivel, regular a 600 nm. Se a correcdo do comprimento de onda ndo
estiver disponivel, subtrair as leituras a 600 nm das leituras a 450 nm. Esta subtracédo
corrigira as imperfeicbes Opticas da microplaca de poliestireno. As leituras efetuadas
diretamente a 450 nm sem corre¢do poderdo ser mais elevadas e menos precisas.

Os niveis normais de Epo fornecidos pelo kit (R&D Systems) é de 3,1-14,9 mU/mL.

e Protocolo de ELISA para detectar HEMOPEXINA HUMANA (Gen Way)
Principio

O kit para deteccdo de Hemopexina (Hpx) é um Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

altamente sensivel para medir Hpx no plasma humano. A figura 13 ilustra o principio.
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Figura 13. Representacdo esquematica do principio do teste de ELISA para detecgdo de Hpx.

Procedimento
1. Manter os reagentes em temperatura ambiente antes do uso.
2. Pipetar 100 uL de:
Padrdo 0 (0,0 ng/mL) em duplicata
Padrdo 1 (6,25 ng/mL) em duplicata
Padrdo 2 (12,5 ng/mL) em duplicata
Padrdo 3 (25 ng/mL) em duplicata
Padréo 4 (50 ng/mL) em duplicata
Padrdo 5 (100 ng/mL) em duplicata
Padréo 6 (200 ng/mL) em duplicata
3. Pipetar 100 puL de amostra em cada po¢o pre-destinado.
4. Incubar a microplaca em temperatura ambiente (22°C) por trinta minutos (30 £ 2).
Manter a placa coberta e em nivel durante a incubacao.
5. Apbs a incubacéo, aspirar o contetdo dos poco.
6. Completar cada pogo com solucdo de lavagem e aspirar. Repetir trés vezes, com um

total de quatro lavagens.

7.

Pipetar 100 uL de conjugado de enzima-anticorpo, diluida, em cada pogo. Incubar

em temperatura ambiente por trinta minutos. Manter a placa coberta e em nivel durante a

incubagéo em local escuro.

8.

Repetir as etapas 5 e 6.
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Q. Pipetar 100 pL de solucédo substrato cromogénico de 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina
(TMB) em cada poco.
10. Incubar, em local escuro e temperatura ambiente, por dez minutos precisos.
11.  Depois, adicionar 100 pL de solucdo de parada em cada pogo.
12.  Determinar a absorbancia (450 nm) em até 2 horas apos a adi¢do da solucdo de
parada. Mas é recomendado medir logo ap0s o termino da reacao.

O kit utilizado ndo forneceu os valores de Hpx para individuos normais. Por este
motivo, o nivel normal utilizado, de 800-1000 ng/mL, foi retirado do kit fornecido pela

New Scientific Company.
e Protocolo de ELISA para detectar HAPTOGLOBINA HUMANA (Gen Way)
Principio

O kit para deteccdo de Haptoglobina (Hp) € um Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
altamente sensivel para medir Hp no plasma humano. A figura 14 ilustra o principio.

Figura 14. Representagdo esquematica do principio do teste de ELISA para deteccéo de Hp.

Procedimento

1. Manter os reagentes em temperatura ambiente antes do uso.
2. Pipetar 100 pL de:
Padrdo 0 (0,0 ng/mL) em duplicata
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Padrdo 1 (3,125 ng/mL) em duplicata
Padrao 2 (6,25 ng/mL) em duplicata
Padrdo 3 (12,5 ng/mL) em duplicata
Padréo 4 (25 ng/mL) em duplicata
Padrdo 5 (50 ng/mL) em duplicata
Padrdo 6 (100 ng/mL) em duplicata
Padréo 7 (200 ng/mL) em duplicata
3. Pipetar 100 pL de amostra em cada pogo pré-destinado.
4. Incubar a microplaca em temperatura ambiente (22°C) por quinze minutos (15 + 2).
Manter a placa coberta e em nivel durante a incubacéo.
5. Apbs a incubacao, aspirar o contetdo dos poco.
6. Completar cada poco com solucdo de lavagem e aspirar. Repetir trés vezes, com um
total de quatro lavagens.
7. Pipetar 100 uL de conjugado de enzima-anticorpo, diluida, em cada poco. Incubar
em temperatura ambiente por quinze minutos. Manter a placa coberta e em nivel durante a
incubacdo em local escuro.
8. Repetir as etapas 5 e 6.
9. Pipetar 100 uL de solugdo substrato de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) em
cada poco.
10.  Incubar, em local escuro e temperatura ambiente, por cinco minutos precisos.
11.  Depois, adicionar 100 pL de solucdo de parada em cada pogo.
12. Determinar a absorbancia (450 nm) em até 2 horas apo6s a adi¢cdo da solucdo de
parada. Mas é recomendado medir logo apds o termino a reacéo.
O kit utilizado ndo forneceu os valores de Hp para individuos normais. Por este
motivo, o nivel normal utilizado, de 360-1950 ng/mL, foi retirado do trabalho de Gupta e

colaboradores, 2011.

3.3 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Statistica 9.0
(Statsoft Inc.). Os dados foram testados quanto distribuicdo normal utilizando o teste
Shapiro Wilk e, também quanto a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene. As
médias entre os grupos foram comparadas pelo teste t ou ANOVA seguida do teste post hoc

de Tukey para dados paramétricos. Para dados ndo paramétricos, as medianas foram
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comparadas por meio do teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste post
hoc de Dunn. Para avaliar o grau de associacdo entre as variaveis estudadas, utilizamos a

correlacdo de Pearson. O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Influéncia do haploétipo Bantu sobre os niveis de Hb F

A média de Hb F no grupo amostral foi de 12,1% com desvio padréo de 7,27%.
Para verificarmos os valores de Hb F entre os individuos sem e com haplétipo Bantu,
comparamos 0s niveis desta Hb entre os subgrupos amostrais. A analise estatistica revelou

gue nédo houve diferenca significativa (p=0,55) como ilustra a tabela 13.

Tabela 13. Comparacéo entre niveis de Hb F nos subgrupos amostrais com uso de HU

Subarupnos Hb F (%) Média total
e Média + DP Hb F(%)
(Min — Max) Média = DP
Bantu/Bantu 10,93 + 6,32
n=25 (0,7-22)9)
Bantu/_ 13,05+ 6,85
n=26 (3.0 - 27,4) 121=1.21
A 12,4+9,31
n=16 (1,6-28,4)
Valor de p 0,55

A comparacdo foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. DP: desvio
padrdo; _: qualquer hapl6tipo beta-S exceto o Bantu.

Estratificamos os niveis de Hb F e agrupamos os individuos em cada nivel segundo
0 haplétipo para verificar em que subfenotipos os maiores valores eram encontrados
(Tabela 14).

O valor abaixo de 1% de Hb F foi observado em um paciente com haplétipo
Bantu/Bantu. Valores de Hb F acima de 10% foram observados em 58,21% dos pacientes e
os valores abaixo ou iguais a 10% foram observados em 41,8% dos pacientes. Os niveis
acima de 20,1% de Hb F foram representados por 16,43% dos pacientes, sendo mais

frequente nos heterozigotos para Bantu (seis individuos).



Resultados 67
Tabela 14. Distribuicdo da concentracdo de Hb F nos subgrupos amostrais.
Subgrupos amostrais
Quantidade Meédia de Hb Bantu/Bantu Bantu/_ [/ Meédia TOTAL
de Hb F (%) F (%) (n=25)  (n=26) (n=1p) H°F(%0)*DP (n=67)
(Min-Max) (valor de p)
0-1,0 0,7 1 0 0 1
(1,49%)
1,1-5,0 3,32 5 4 5 5,19+ 2,64 14 28
(1,6 -5,0) (p=0,21)* (20,9%) (41,8%)
5,1-10,0 7,55 4 6 3 13
(5,7-10,0) (19,4%)
10,1- 15,0 12,52 9 7 2 18
(10,1 - 14,8) (26,88%)
15,1-20,0 17,96 5 3 2 17,06 £ 5,14 10 39
(15,1 -19,8) (p=0,14)* (14,9%) (58,2%)
>20,1 23,7 1 6 4 11
(20,2 - 28,4) (16,43%)
TOTAL 11,8 25 26 16 67
(0,7 - 28,4)

*Comparagido ANOVA um critério (Min-Max): minimo e maximo; Hb F: hemoglobina fetal; DP: desvio padréo;
_: qualquer haplétipo beta-S exceto o Bantu; n= nimero amostral.

Mesmo sem associacao significativa entre a presenca do haplétipo Bantu e os niveis

de Hb F, os individuos do subgrupo heterozigoto (Bantu/_) se destacaram por apresentar

valores de Hb F acima de 20,1%. Como este subgrupo é composto por haplotipos distintos,

buscamos saber qual seria o haplotipo desconhecido mais frequente e se este poderia

influenciar na concentracdo de Hb F. O hapl6tipo mais frequente neste subgrupo foi o

Benin presente em 20 (76,9%) pacientes, e 0 restante, seis pacientes (23,1%) apresentaram

haplétipos atipicos. Nos seis pacientes com Hb F acima de 20,1%, o Benin estava presente

em cinco pacientes e o Atipico 1 em um paciente, como ilustra a tabela 15.

Tabela 15. Haplétipos do subgrupo Bantu/_ e niveis de Hb F
Pacientes com Hb F > 20,1%

Subgrupo Amostral

Meédia Hb F(%) + DP

Meédia Hb F(%)+DP

Haplétipos p°/ p° (Min-Max) (Min-Max)
n=() n=()
Bantu/Benin 13,65+ 7,27 22,78 +2,78
(3,0-27,4) (20,2-27,4)
n=20 n=5
Bantu/Atipico 1 12,76 £ 6,6 20.3
(8,0-20,30) _
_ n=1
n=3
Bantu/Atipico 4 11,0
n=1
Bantu/Atipico 5 4,7
n=1
Bantu/Atipico 6 12,5
n=1
Valor de p 0,43

DP: desvio padrdo; Min-Max: minimo e maximo; n: ndmero amostral. “Mann-Whitney
comparando Bantu/Benin e Bantu/Atipicos.
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Foi realizada analise estatistica para verificar qual dessas combinacGes de
haplétipos, Bantu/Benin ou Bantu/Atipicos, apresentariam maiores niveis de Hb F. A
média de Hb F e o desvio padrdo para Bantu/Benin foi de 13,65 + 7,27 % e para 0 grupo
Bantu/Atipico foi de 11,08 £ 5,26 %. (Mann-Whitney: p=0,43).

4.2 Valores séricos de glicoproteinas plasmaticas e comparacao entre 0s subgrupos

Para verificar a hemolise e a requisicdo para a formacdo de eritrocitos, algumas
glicoproteinas plasméticas foram avaliadas: Hp, Hpx e Epo. Os valores séricos encontrados
para todos os pacientes foram confrontados com valores de referéncia. Para a Epo o valor
de referéncia (3,1-14,9 mU/mL) foi fornecido pelo kit de ELISA (R&D Systems); o valor
referenciado (360,0-1950,0 ng/mL) para Hp foi obtido no trabalho de Gupta e
colaboradores (2011) e o valor para Hpx (800,0-1000,0 ng/mL) foi fornecido pelo kit de
ELISA (New Scientific). N&o foi informado, para nenhum dos valores de referéncia, o tipo
de populacdo em que estes marcadores foram avaliados.

Quando comparados com os valores médios de referéncia, a avaliagdo de Epo
sérica mostrou cerca de 110 vezes a mais que os valores de normalidade. Os niveis de Hp
do grupo amostral estdo de acordo com os valores normais, com média de 680,0 ng/mL e
os niveis de Hpx foram aproximadamente duas vezes maiores que a média da normalidade
com 1878,7 ng/mL. A tabela 16 detalha os resultados obtidos nos ensaios bioquimicos com

0s pacientes avaliados.

Tabela 16. Valores médios de Epo, Hp e Hpx do grupo amostral
em relacdo aos valores de referéncia

Glicoproteinas Média + DP Valores de referéncia
Plasmaticas (minimo-maximo) (valores médios)

Epo (mU/mL) 1000,7 + 676,0 3,1-14,9
(0,0-4490,0) (9,0

Hp (ng/mL) 680,0 + 33,7 360,0-1950,0
(590,7-810,7) (1155,0)

Hpx (ng/mL) 1878,7 + 324,0 800,0-1000,0

(1317,3-2859,3) (900,0)

DP: desvio padrdo. (mU/mL) mili unidades por mililitros; (ng/mL)
nanogramas por mililitros. Epo: eritropoetina; Hp: haptoglobing;
Hpx: hemopexina.

Antes das comparagdes entre 0s subgrupos amostrais, fizemos a separagédo
por género, pois o0s niveis de Epo podem variar entre estes individuos (JELKMANN, 2011)

e a analise estatistica ndo mostrou diferenca significante (Tabela 17).
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Na avaliacdo por subgrupos ndo houve diferenca entre as glicoproteinas plasmaticas
(Tabela 18).

Tabela 17. Concentrag6es de glicoproteinas plasmaticas entre mulheres e
homens dos subgrupos amostrais

Bantu/Bantu
Feminino Masculino
Média + DP Média + DP Valor de p
(Min-Max) (Min-Max)

Epo (mU/mL) 822,2+508,8  1657,72 + 14126 017
(0,0-1846,0) (578,1-4490,9)
Hp (ng/mL) 666,27 + 47,29 690,0 + 44,3 0,19 "
(590,7-810,7) (630,9-739,6)
Hpx (ng/mL)  1810,0+279,0 208555 + 373,25 0,16 *
(1356,6-2362,0)  (1831,3-2830,0)
Bantu/_
Feminino Masculino Valor de p
Epo (MU/mL) 906,01 +452,82 1036,28 + 761,86 0827
(408,1-1996,3)  (133,6-3003,6)

Hp (ng/mL) 676,28 23,69 692,35 + 25,06 0,09
(625,4-708,6) (651,0-724,0)
Hpx (ng/mL)  1951,69+3759  1822,0 +281,9 062"

(1458,6-2792,0)  (1317,3-2285,3)
/
Feminino Masculino Valor de p
Epo (mU/mL) 839,54 +482,84 959,09 + 458,39 081"
(280,9-1688,1) (573,6-1870,9)
Hp (ng/mL) 679,5+ 16,7 687,7+23,4 0,48 *
(654,5-699,0) (658,4-716,6)
Hpx (ng/mL) 1781,0+184,3  1900,5 + 412,82 0,89 *
(1565,3-2006,6)  (1520,0-2859,0)
*Teste t. * Teste Mann-Whitney. DP: desvio padr&o. (Min-Max): minimo
e maximo. (mU/mL) mili unidades por mililitros; (ng/mL) nanogramas
por mililitros. _: qualquer haplétipo beta-S exceto o Bantu. Epo:
eritropoetina; Hp: haptoglobina; Hpx: hemopexina.

Tabela 18. Comparacao das concentragdes das glicoproteinas plasmaticas entre os subgrupos

amostrais
Subgrupos amostrais
Glicoproteinas Bantu/Bantu Bantu/_ e Valor de p
Média + DP Média + DP Média + DP
(Min-Max) (Min-Méx) (Min-Méx)
Epo (mU/mL)  1101,94 + 885,01 968,54 + 610,71 911,27 + 454,98 0,407
(0,0-4490,9) (133,6-3003,6) (280,9-1870,9)
Hp (ng/mL) 672,76 + 46,73 684,0+ 25,2 684,2 + 20,5 0,15
(590,7-810,7) (625,4-724,1) (654,5-716,6)

Hpx (ng/mL) 1885,3 £ 323,5 1889,52 + 333,88  1849,28 + 329,54 047"
(1356,6-2830,0) (1317,0-2792,6) (1520,0-2859,3)
*Teste Kruskal-Wallis. DP: desvio padréo. (Min-Méax): minimo e maximo. (mU/mL) mili unidades
por mililitros; (ng/mL) nanogramas por mililitros. _: qualquer haplétipo beta-S exceto o Bantu.
Epo: eritropoetina; Hp: haptoglobina; Hpx: hemopexina.
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4.3 Parametros Hematoldgicos e associacdo com os niveis de Epo, Hp e Hpx

A associacdo de indices hematimétricos, eritrogénicos e marcadores de hemolise foi
avaliada para inferir a requisicdo medular para a producdo de eritrocitos. Para a
comparacdo dos indices hematoldgicos, os subgrupos foram divididos por género, pois é
sabido que alguns destes indices diferem entre mulheres (9) e homens ().

Em relacdo aos valores de referéncia, o grupo amostral apresentou quase todos 0s
parametros alterados, por se tratarem de portadores da AF que apresentam anemia
hemolitica grave. Os Unicos parametros que ndo diferiram dos valores normais foram o
VCM, aHCM e a CHCM (Tabela 19).

Para entender melhor a hemdlise, comparamos alguns parametros hematolégicos,
que possuem relacdo com o processo hemolitico e a requisicdo medular (GV, Hb, Ht e
reticulécitos absoluto), por correlagdo com os niveis de Epo, Hp e Hpx. As analises de
associagao no grupo amostral ndo apresentaram diferenca significativa (Tabela 20).

Posteriormente, fizemos a correlacdo das glicoproteinas plasmaticas com 0s
parametros hematoldgicos em cada subgrupo amostral, a fim de verificar se a presenca do
haplotipo Bantu interferiria na associacdo dos marcadores avaliados. No subgrupo
Bantu/Bantu, ndo houve correlacdo significativa. No subgrupo Bantu/_ apresentou
correlacdo negativa significativa entre Hpx e reticuldcitos absoluto (r = -0,43; p=0,02) e 0
subgrupo _/_apresentou correlacdo negativa significativa entre Epo e GV (r = -0,63; p =
0,011) (Tabela 21 e Figura 15).
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Tabela 20. Associagao entre os niveis hematoldgicos e glicoproteinas plasmaticas

Glicoproteinas plasmaticas

Parametros hematol6gicos Epo (mU/mL)  Hp (ng/mL)  Hpx (ng/mL)
[r (p)] [r ()] [r (p)]
GV (10°L) - 0,38 (0,76) - 0,06 (0,60) - 0,02 (0,82)
Hb (g/dL) - 0,014 (0,91) 0,003 (0,97) - 0,10 (0,40)
Ht (%0) - 0,02 (0,83) - 0,02 (0,85) - 0,11 (0,36)

Reticuldcitos absoluto (K/pL) - 0,002 (0,98)  -0,012 (0,92) 0,21 (0,09)

(mU/mL) mili unidades por mililitros; (ng/mL) nanogramas por mililitros; (10%L) um
bilhdo por litro; (g/dL) gramas por decilitros; (%) porcentagem; (K/ uL) mil por
microlitros. r: Coeficiente de Correlagdo de Pearson. Epo: eritropoetina; Hp:
haptoglobina; Hpx: hemopexina.

Tabela 21. Associacao entre glicoproteinas plasmaticas e parametros hematolégicos dos
subgrupos amostrais

Bantu/Bantu
Glicoproteinas plasmaticas
Parametros hematoldgicos Epo (mU/mL)  Hp (ng/mL)  Hpx (ng/mL)
[r (p)] [r (P)] [r (p)]
GV (10°/L) 0,16 (0,46) -0,18 (0,41) - 0,15 (0,49)
Hb (g/dL) 0,15 (0,50) - 0,13 (0,55) -0,29 (0,18)
Ht (%) 0,11 (0,62) - 0,16 (0,45) -0,27 (0,22)
Reticuldcitos absoluto (K/uL) - 0,05 (0,80) -0,11 (0,61) 0,17 (0,44)
Bantu/_
Glicoproteinas plasmaticas
Parametros hematologicos Epo (mU/mL)  Hp(ng/mL)  Hpx (ng/mL)
[r (p)] [r ()] [r (p)]
GV (10°/L) -0,13(0,52) -0,14 (0,49) - 0,34 (0,09)
Hb (g/dL) - 0,02 (0,88) -0,13 (0,52) 0,04 (0,82)
Ht (%) - 0,05 (0,80) -0,13 (0,51) - 0,04 (0,84)
Reticuldcitos absoluto (K/pL) -0,27 (0,17) -0,39(0,051) -0,43(0,02) *
/
Glicoproteinas plasmaticas
Parametros hematolégicos Epo (mU/mL) Hp(ng/mL)  Hpx (ng/mL)
[r (p)] [r (p)] [r (p)]
GV (10°L) -0,63(0,01)*  -0,05(0,86) 0,08 (0,76)
Hb (g/dL) -0,32(0,23) - 0,20 (0,48) 0,39 (0,15)
Ht (%) -0,39 (0,14) - 0,24 (0,40) 0,39 (0,17)
Reticul6citos absoluto (K/uL) - 0,28 (0,30) 0,24 (0,40) 0,005 (0,74)

(mU/mL) mili unidades por mililitros; (ng/mL) nanogramas por mililitros; (10°/L) um
bilhdo por litro; (g/dL) gramas por decilitros; (%) porcentagem; (K/ pL) mil por
microlitros. _: qualquer haplétipo beta-S exceto o Bantu. *Associacdo entre 0s
marcadores. r: Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Epo: eritropoetina; Hp:
haptoglobina; Hpx: hemopexina.
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Figura 15. Associacdo entre glicoproteinas plasmaticas e parametros hematimétricos nos subgrupos
amostrais. A. Correlacdo linear negativa de 43% entre niveis de Hpx e quantidade de reticuldcitos absoluto
no subgrupo heterozigoto para o haplétipo Bantu. B. Correlagéo linear negativa de 63% entre niveis de Epo e
quantidade de glébulos vermelhos no subgrupo sem haplétipo Bantu. (ng/mL) nanogramas por mililitros;

(mU/mL) mili unidades por mililitros. _: qualquer haplétipo beta-S exceto o Bantu. Correlagdo por Pearson.

4.4 Niveis de peroxidacao lipidica e associacdo com Hp, Hpx, Epoe Hb F

Os niveis de peroxidacdo lipidica do grupo amostral foram cerca de seis vezes
maiores quando confrontados com valores encontrados em individuos sem
hemoglobinopatias (0 a 400 ng/mL aproximadamente) (SHIMAUTI et al., 2010; SILVA et
al., 2011; TORRES, et al. 2012).

A fim de verificar se o hapldtipo Bantu influenciaria os niveis de TBARS, foi
realizada uma comparacdo entre os subgrupos amostrais. O resultado ndo mostrou
diferencga estatistica (p=0,09) (Figura 16).

Os niveis de Epo, Hp, Hpx e Hb F foram relacionados com os niveis de TBARS no
grupo amostral como um todo e em cada subgrupo amostral. Os resultados mostraram que

nédo houve correlagéo significativa (Tabela 22).
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Figura 16. Relagdo entre a peroxidacao lipidica e os subgrupos amostrais. Os niveis
de peroxidacdo lipidica ndo diferiu estatisticamente entre os subgrupos amostrais
(p=0,09; teste de Kruskal-Wallis). Linha pontilhada indica valores de referéncia (0-
400 ng/mL). O subgrupo Bantu/Bantu apresentou niveis 3,8 vezes a mais que o valor
de referéncia, Bantu/_ apresentou 5,7 vezes a maise _/_apresentou 5 vezes a mais.

Tabela 22. Correlagdo entre marcador de peroxidacdo lipidica, e glicoproteinas plasmaticas e Hb F
Glicoproteinas Plasmaticas

Grupo
Amolgt)ral Epo [r(p)] Hp [r(p)] Hpx [r(p)] Hb F [r(p)]
Total -0,17(0,17)  0,03(0,77) 0,05 (0,67) -0,06 (0,62)
TBARS  Bantu/Bantu  -0,13(0,56) -0,12(0,58) -0,14 (0,53)  -0,22 (0,28)
(ng/mL) Bantu/_ -0,24(0,22) -0,04(0,83) -0,13(0,52)  -0,24(0,23)
/ -0,03(0,89) 0,13 (0,64) 0,13 (0,64) 0,20 (0,45)

_: qualquer haplétipo_b_eta-s exceto o Bantu. (ng/mL) nanogramas por mililitros. r: Coeficiente de
Correlacdo de Pearson. Epo: eritropoetina; Hp: haptoglobina; Hpx: hemopexina.
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5 DISCUSSAO

Muitos subfenoétipos clinicos da AF sdo modulados por polimorfismos genéticos e
fatores ambientais. Os polimorfismos genéticos sdo Uteis como prognéstico podendo
orientar a terapia individual a estes pacientes e prever riscos (STEINBERG;
SEBASTIANI, 2012). Altos niveis de Hb F amenizam manifestagdes clinicas advindas da
AF por interferir na formacdo de polimeros de Hb S, e consequentemente, na vaso-ocluséo
e hemolise (AKINSHEYE et al., 2011). Uma das acdes da HU é aumentar a producdo de
Hb F, por isso, este medicamento é recomendado para individuos com AF e esse parametro
é um dos indicativos de resposta positiva ao uso da medicacdo (WARE; AYGUN, 2009).

Desde muitos anos é sabido que os haplétipos da globina B° modulam a
concentragdo de Hb F nos pacientes com AF (NAGEL, 1984), sendo que 0s pacientes com
hapldtipo Bantu apresentam os menores niveis de Hb F (5%) quando sem tratamento, o
Benin com niveis intermediarios entre 5-10% e Senegal e Saudi acima de 10% de Hb F.
Isto se deve aos dois ultimos haplétipos apresentarem o polimorfismo Xmnl, substituicdo
de uma C—T na posi¢do — 158 no gene v® (HBG2) que reconhecidamente influencia a
producdo de Hb F (GARNER et al., 2000). No Brasil individuos com AF do Ceara
possuem niveis de Hb F semelhantes aos citados, sendo Bantu com média de 6,2%, Benin
com 8,6% e Senegal com 13,4% (NETO et al., 2005). Altos niveis de Hb F (12,1%) em
nosso grupo de estudo, como esperado, confirmam o efeito farmacoldgico do
medicamento, pois todos os pacientes estavam sob uso de HU por mais de 300 dias. Porém
foi verificado que 41,8% dos pacientes apresentaram meédia de Hb F abaixo de 10%.

Apesar de ser 0 hapl6tipo que apresenta maior gravidade clinica, esperava-se que 0s
individuos com Bantu responderiam com valores elevados de Hb F quando em tratamento
com HU (VICARI et al., 2005; SILVA, 2011). No entanto o subgrupo Bantu/Bantu foi o
que apresentou um decréscimo na média de Hb F. Considerando que os pacientes que
apresentaram valores médios de Hb F mais altos foram os portadores do haplétipo Bantu/_,
e que o outro haplétipo associado em maior frequéncia foi o Benin, inferimos que a
associacao de outros hapl6tipos beta-S com Bantu parece exercer influéncia sobre 0s
valores de Hb F. Gongalves e colaboradores (2003) encontraram valores médios de Hb F
menores que os obtidos nesse estudo, em individuos com os mesmos haplétipos
(Bantu/Benin: 8,14% de Hb F e Bantu/Atipicos: 4,18% de Hb F), porém sem uso de HU e
oriundos da Bahia. Uma explicacdo possivel para essas variagcdes reside em alteraces
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genéticas nas regides promotoras do gene da gama glicina e alanina (HBG2 e HBG1),
responsaveis pela producdo da Hb F. Estas alteracbes podem ser polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) ou mutacao delecional com perda de alguns pares de bases. Além
disso, alguns destes polimorfismos sdo especificos para o haplétipo Bantu e outros para o
Benin (BARBOSA et al., 2010). Assim, podemos inferir que a interacdo do haplotipo
Benin com o Bantu parece modular positivamente a producdo de Hb F nos pacientes
avaliados.

Com relacdo aos haplotipo atipicos, a literatura € divergente quanto a sua
classificacdo. O agrupamento de sitios de restricdo enzimaticos, aqui utilizados,
classificaram os atipicos em dez padrfes diferentes, sendo o Atipico 1 o mais frequente.
Essa divergéncia de haplotipos atipicos pode ser considerada uma caracteristica da
populacdo brasileira e merece ser melhor estudada. Os pacientes que respondem melhor ao
uso de HU s6 poderdo ser avaliados quanto a influéncia desses haplétipos em estudos
longitudinais.

Além do tratamento, que melhora a fisiopatologia da doenca, o0 organismo responde
sintetizando glicoproteinas plasmaticas as quais amenizam o desequilibrio gerado pela
hemolise, estabelecendo um controle oxidativo gerado pela Hb livre (SCHAER;
ALAYASH, 2010; LEVY et al., 2010). A Hp e Hpx séo depletoras de Hb e grupo heme
livres, respectivamente, e sdo utilizadas como marcadores de hemdlise intravascular para
doencas hemoliticas (DELANGHE; LANGLOIS, 2001; KORMOCZI et al., 2006;
HEILMANN et al.; 2009; GUPTA et al., 2011). A Hb livre no plasma é dissociada em
dimeros (off) e cada dimero forma complexo com um mondémero de Hp o qual é
recuperado pelo receptor CD163 nos macrofagos reticuloendoteliais (NAGEL;GIBSON,
1971; KATO, 2009; SCHAER; ALAYASH, 2010). A meia-vida da Hp no plasma ¢ de
aproximadamente cinco dias, e do complexo Hb/Hp de menos de dez minutos
(DELANGHE; LANGLOIS, 2001; FREEMAN, 1964 apud LEVY et al., 2010). Portanto,
apos hemdlise, os niveis desta glicoproteina estardo diminuidos. Quando a acdo da Hp é
excedida pela Hb livre, a Hpx forma um complexo com o grupo heme. A meia-vida da
Hpx no plasma é de sete dias e do complexo Heme/Hpx é de aproximadamente sete horas.
O complexo formado ¢é recuperado por receptores CD91 nos macréfagos
reticuloendoteliais (DELANGHE; LANGLOIS, 2001; KATO, 2009; SCHAER,;
ALAYASH, 2010).



Discussao 78

Nos pacientes com AF, que tem como caracteristica a hemolise crénica, os niveis
de Hp sdo reduzidos em relacdo aos individuos normais (BOURANTAS et al., 1998).
Brown e colaboradores (2011) avaliaram os niveis de Hp em pacientes com AF que faziam
ou ndo uso de HU, comparados com um grupo controle. Observaram que os individuos
com AF, em geral, apresentaram concentracdo de Hp extremamente baixas (2,31 mg/mL)
quando comparadas com o grupo controle (45,58 mg/mL) (p=0,01). Porém os niveis de Hp
entre os pacientes com AF em uso e ndo de HU foram semelhantes. Resultado parecido foi
encontrado por Moller e colaboradores (2011) em um grupo de criangas com DF. No
presente trabalho, os niveis de Hp mostraram-se na faixa de normalidade de acordo com os
valores de referéncia. Uma explicacédo para esse fato reside no consumo da Hp, sendo sua
producdo equilibrada, pois € uma proteina de fase aguda, com sintese rapida e em resposta
a Hb livre (IMRIE et al., 2006). Os niveis de Hpx apresentaram-se elevados em relacéo ao
valor de referéncia, o que segundo Delanghe e Langlois (2001) é raro, pois diferente da
Hp, a Hpx ndo é verdadeiramente uma proteina de fase aguda, o que permite aumentar
moderadamente sua concentracdo. Uma possivel explicacdo para os niveis aumentados
seria 0 retorno da Hpx para o plasma ap6s sua acdo efetiva (DOBRYSZYCKA, 1997).
Como os pacientes com AF recebem transfusao sanguinea ao longo da vida, levando a uma
sobrecarga de ferro com consequente liberacdo de grupos heme, a Hpx pode ser requisitada
para manter esses niveis equilibrados.

Para avaliar a requisicdo medular na sintese de eritrocitos em resposta a hemolise,
os niveis de Epo foram quantificados. Por se tratarem de pacientes com anemia hemolitica
crbnica, ja era esperado que os niveis desta glicoproteina estivessem aumentados, porém,
observamos amento de mais de 110 vezes o valor de referéncia. Se o uso de HU auxilia na
diminuicdo da requisicdo medular por controlar a hemdlise, esses valores ndo deveriam,
teoricamente, estar tdo aumentados. Quanto aos pacientes com hapl6tipo Bantu/Bantu,
mais graves, observamos também o aumento da Epo. Esse aumento, observado em
pacientes em uso de HU, pode sugerir a influéncia de outros fatores sob a acdo da Epo e da
resposta ao uso desse medicamento. A producéo de Epo pode ser aumentada pela acéo da
angiotensina Il (Ang Il), uma molécula que atua no sistema renina-angiotensina
aldosterona (VLAHAKOS, 2010), que tem a sintese aumentada pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) (SAYED-TABATABAEI et al., 2006). O polimorfismos de insercao
() ou delegéo (D) de 287 pb no intron 16 do gene da ECA (17923.3) modulam a
quantidade desta proteina, produzindo consequentemente a Ang Il, sendo a presenca do
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alelo D o responsavel pelo aumento de ECA (ABCHEE et al., 2010). Os dados na literatura
sd0 escassos com relacdo a esses pardmetros e AF, e nosso estudo mostrou que 0s
marcadores de hemolise e requisicdo medular responderam igualmente nos pacientes,
independentes dos haplotipos.

Outro parametro utilizado para avaliar a saude e a resposta ao tratamento foi a
analise dos indices hematoldgicos. O eritrograma dos pacientes avaliados se apresentou
alterado devido a doenca, como esperado em uma anemia hemolitica cronica. O VCM
refletiu 0 uso de HU, pois os resultados apresentaram-se no limite superior indicando
normocitose e normocromia. Pela baixa quantidade de eritrdcitos circulantes, os niveis de
HCM e CHCM apresentaram-se normais ou um pouco superiores. A quantidade de
reticulocitos aumentada indica a necessidade de reposicdo celular devido a hemolise e
retirada de eritrocitos pelo baco e certamente refletiu os niveis elevados de Epo. Em 2003,
Gongcalves e colaboradores verificaram em pacientes com AF, sem uso de HU, separados
por grupos de hapl6tipos, os indices hematimétricos e os dados ndo diferiram dos
encontrados neste trabalho, somente 0 VCM apresentou-se diminuido (88,48 fl).

Para entender a hemolise, correlacionamos as glicoproteinas plasmaticas avaliadas
com alguns parametros hematoldgicos, no grupo amostral como um todo, e ndo obtivemos
associacgéo significativa. Provavelmente, este resultado refletiu a homogeneidade do grupo
amostral: todos adultos, com a presenca da Hb SS, sob uso de HU h& pelo menos 300 dias
e sem transfusdo sanguinea ha 120 dias. Um dos fatores que poderia modular a resposta
individualizada residiria nos haplotipos. Assim, correlacionamos 0s mesmos parametros
entre os diferentes subgrupos amostrais. No grupo homozigoto para o haplétipo Bantu, ndo
houve correlacdo entre os pardmetros. Obtivemos correlacdo negativa significativa entre
Hpx e reticuldcitos absoluto no subgrupo Bantu/_. O aumento de reticuldcitos refletiu a
hemolise grave que culmina na supressdo da Hpx, evitando toxicidade dos grupos heme. O
grupo sem o haplétipo Bantu apresentou correlacdo também negativa significante entre
Epo e GV. A explicacdo para esse fato pode ser a baixa concentracdo de GV. Como a
producdo é necessédria, 0 organismo responde aumentando os niveis de Epo. Estes
resultados sugerem que os subgrupos Bantu/_e / possuem hemolise mais grave que o
subgrupo Bantu/Bantu.

Apbs a avaliacdo da Hb F, dos marcadores de hemolise e eritrogénico e dos
parametros hematoldgicos de acordo com os hapldtipos, o proximo passo foi avaliar a
peroxidacdo lipidica, ocasionada pelo estresse oxidativo da membrana celular, por meio da
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dosagem de espécies reativas ao acido tiobarbitarico. Nos eritrocitos falcémicos, 0 estresse
oxidativo é decorrente da alta taxa de meta Hb S, menos estaveis do que a meta Hb A,
resultando na formacao de hemicromos e hemolise com a liberagdo do heme e do ferro (RE
et al., 1999; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). Consequentemente ha altos niveis de
peroxidacao lipidica resultando em um aumento de estresse oxidativo. Quando em uso de
HU, os niveis deste marcador podem diminuir em até 35,2% conferindo ag¢&o antioxidante
(SILVA et al, 2011; BELINI-JUNIOR et al, 2012). Mesmo sob o uso deste medicamento,
0 grupo amostral avaliado apresentou niveis elevados de TBARS (2449,07 ng/mL) em
comparagdo com o valor de referéncia. Valores elevados de TBARS nos grupos
heterozigoto para o haplétipo Bantu e sem Bantu podem estar associados a hemolise mais
pronunciada. Quando a peroxidacdo lipidica foi associada com os marcadores de
capacidade antioxidante, ndo foi observada correlacao significativa.

Os pacientes com hapl6tipo Bantu/_ apresentaram 5,7 vezes mais TBARS que 0s
valores de normalidade. Como é um grupo que também apresentou correlacdo negativa
entre Hpx e reticuldcitos e com maiores valores de Hb F, sugerimos que a maior geracao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) induz a lesdo de membrana e peroxidacdo lipidica
com consequente hemolise. A Hpx parece ser atuante nesses casos, mas nao o suficiente
para neutralizar as ERO geradas. Para analisar a efetividade do uso de HU nessas
situacOes, a aderéncia ao tratamento e avaliagdes em longo prazo sdo necessarias.

Com os resultados obtidos sugerimos que o haplétipo Bantu ndo parece exercer
influéncia sobre os valores de Hb F e pardmetros hematologicos nesses pacientes. Um
melhor entendimento dos aspectos moleculares da AF sdo necessarios para avaliar a

modulacdo de fendtipos nesse grupo de individuos.
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6 CONCLUSOES

- Mesmo sem associagdo significativa o subgrupo heterozigoto para o haplétipo
Bantu apresentou niveis elevados de Hb F, permitindo a inferéncia de que a interacdo de
outros haplotipos da globina beta-S com o Bantu pode modular a quantidade desta Hb em
resposta a HU;

- Os marcadores de hemolise (Hp e Hpx) e requisicdo medular (Epo) respondem
igualmente na AF independentes dos haplétipos avaliados;

- Os parametros hematoldgicos ndo diferiram no grupo amostral, por se tratar de um
grupo homogéneo com 0s pacientes sob as mesmas condi¢des, mas diferiram quando
avaliadas entre os subgrupos amostrais podendo inferir hemolise pronunciada no subgrupo
heterozigoto e sem o haplétipo Bantu;

- Mesmo sem diferenca significativa o subgrupo homozigoto para o haplétipo
Bantu apresentou niveis médios diminuidos de peroxidagdo lipidica, provavelmente por

apresentarem menos hemolise em rela¢do aos outros subgrupos amostrais.
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8 APENDICES
APENDICE | - Questionario

Questionario do projeto de Pesquisa “Modulaciio da resposta terapéutica pelo
haplétipo Bantu”.

Data: / /

Informacoes Pessoais

Nome completo:

Sexo: () feminino () masculino

Endereco:

Cidade e estado onde mora:

Telefone residencial: () Telefone comercial: ()

Idade: Data de nascimento: / / Peso:

Local de nascimento (cidade, estado e pais):

Histérico Transfusional

- Em regime regular de transfusdo de hemaécias?
[INao C1Sim

Intervalo: Data da tltima transfuséo: [

- N° de unidades de concentrado de hemacias transfundidas até o inicio do estudo?

[]<10 [110a20 [ 21a30 [131a40 [1>40

Histérico Clinico

N° de crises de dor nos ultimos 3 anos:[10a2 [13a5[]1>a6

Data da ultima crise: [/
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N° de infec¢des nos ultimos 3 anos: [J0a2 [J3a5 []>a6
Data da ultimo evento infeccioso: [

N° de interna¢des nos ultimos 3 anos: []0a2 []3a5[]>a6

Motivo: Data da dltima internacao:
S A
Pulmonar:
Sindrome Toréacica Aguda [1N&o[JSim Data:.  / /
Cardiaca:
« Cardiomegalia [IN&do []Sim Data: /| [/
Hepatobiliar:
- Calculo Biliar [JN&o [JSim Data: _ [/ [/
- Colecistectomia [IN&o [JSim Data: _ [/ [/
Neurolégica:
.« AvCL] Nao [ Sim Data: /[

Osteoarticular:

« Osteonecrose [] Ndo ] Sim Data: [ Local:

Cutanea:

o Ulceraisquémica [INdo[] Sim Data: [/ /[ Local:

Uroldgica:

« Priapismo [IN&o [ Sim Data: [/ [
Outra:

« Esplenectomia [ Nao [ Sim Data: [/ |

Medicamentos em uso

- Hidroxiuréia: ] Nédo [] Sim Inicio: /] Dose:
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- Desferroxamina (Desferal): [J Ndo[ISim Inicio: __ / /  Dose:

- Deferiprona (Ferriprox):L.1Nao[1Sim Inicio: __ /  / Dose:

- Deferasirox (Exjade) [INao [ISim Inicio: __ / [/ Dose:

- Acido félico:[[JN4o [] Sim Inicio: [ ! Dose:

- Vitaminas:[[JNdo [] Sim Data Gltimaingestdo: _ / /

Quiais?

- Analgésicos: [1N&o [] Sim Data Gltima ingestdo: __ / _/

Quiais?

- Outros: [_Nao []Sim Data tltimaingestdo: /[

Quiais?

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

()néo ()sim — Quais?

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

Toma bebidas alcoolicas?

( ) ndo () sim - Quando foi a Gltima vez que vocé ingeriu bebida
alcodlica?
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APENDICE I1: Carta ao Editor —Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia

Hapldtipos da globina beta-S em pacientes com Anemia Falciforme: uma abordagem
para a compreensdo da diversidade no Brasil

! Jéssika Viviani Okumura
2 Clarisse Lopes de Castro Lobo

! Claudia Regina Bonini Domingos
! Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™-Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas (UNESP/IBILCE)

2 Instituto Estadual de Hematologia Athur de Siqueira Cavalcante (HEMORIO)

e-mail: claudiabonini@sjrp.unesp.br

A anemia falciforme (AF) é uma doengca monogénica caracterizada pela homozigose da
hemoglobina S (Hb S), que em condi¢des adversas como desoxigenacdo, acidose ou
desidratacdo, formam polimeros deformando os eritrocitos, levando a fisiopatologia
complexa e variada 2. Os haplétipos da globina beta S (haplétipos B°) séo importantes
para a compreensdo da diversidade clinica em pacientes com AF. Cinco haplétipos,
fundamentados em sitios de restricdo especificos, tém sido associados a diferentes grupos
étnicos, de acordo com a regido de origem e prevaléncia sendo: Bantu, Benin, Senegal,
india-Arabia Saudita (Saudi) e Camardes °. Com o objetivo de avaliar a freqiiéncia dos
haplétipos B° nos pacientes com AF do estado do Rio de Janeiro, analisamos amostras de
790 pacientes com Doenca Falciforme. Os hapl6tipos foram classificados por andlise de
seis sitios polimorficos segundo Sutton et al (1989). Aqueles que ndo apresentaram padrao
de digestdo, conforme descrito, foram nomeados de atipicos. A presenca ou auséncia dos
sitios polimorficos foram avaliadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida
pela analise do polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) *°. Dos
790 pacientes avaliados, 527 sdo portadores da anemia falciforme (Hb SS). Destes, foram
identificados, de acordo com a frequéncia genotipica do haplotipos BS, 295 (56%)
Bantu/Bantu, 128 (24,3%) Bantu/Benin, 44 (8,3%) Bantu/Atipico, 36 (6.84%)
Benin/Benin, 10 (1,9%) Benin/Atipico, trés (0,57%) Bantu/Camardes, trés (0,57%)
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Benin/Camardes, trés (0,57%) Atipico/Atipico, dois (0,38%) Bantu/Saudi, dois (0,38%)
Bantu/Senegal e um (0,19%) Benin/Saudi. Para a avaliacdo da frequéncia aléliaca, do total
de 1054 cromossomos analisados, foram identificados 769 (72,96%) alelos Bantu, 214
(20,3%) Benin, 60 (5,7%) Atipicos, seis (0,57%) Camardes, trés (0,28%) Saudi e dois
(0,19%) Senegal. Os dados de frequéncia genotipica e alélica estdo disposta na Tabela 1. A
alta freqiéncia, tanto genotipica quanto alélica, do haplotipo Bantu, seguido do Benin,
reforca a influencia e contribuicdo dos povos vindos da Africa Oriental e Centro-Sul na
formacdo da populacdo brasileira®. Os haplétipos Atipicos, identificados por meios de
diferentes padrdes de digestdo, sdo originados devido a mecanismos genéticos como
conversao génica, e reforcam a miscigenacdo entre as etnias que povoam o Rio de Janeiro
e 0 Brasil. Ressaltamos a necessidade de identificacdo e caracterizacdo dessa variacao
genética para melhor compreensdo dos aspectos clinicos e diversidade fenotipica

encontrada nas pessoas com Doenca Falciforme no Brasil.

Tabela 1- Frequéncia genotipica e alélica dos haplétipos da globina beta-S

Frequéncia Frequéncia

Haploétipo Genotipica Haplétipo Alélica
B/ B° n (%) B° n (%)

Bantu/Bantu 295 (56%) Bantu 769 (72,96%)
Bantu/Benin 128 (24,3%) Benin 214 (20,3%)
Bantu/Atipico 44 (8,3%) Atipicos 60 (5,7%)
Benin/Benin 36 (6.84%) Camardes 6 (0,57%)
Benin/Atipico 10 (1,9%) Saudi 3 (0,28%)
Bantu/Camardes 3 (0,57%) Senegal 2 (0,19%)
Benin/Camardes 3(0,57%)
Atipico/Atipico 3 (0,57%)
Bantu/Saudi 2 (0,38%)
Bantu/Senegal 2 (0,38%)
Benin/Saudi 1 (0,19%)
Total 527 (100%0) 1054 (100%6)

p%: globina beta-S
Frequéncia Genotipica n (%): nimero de individuos com o respectivo haplétipo

Frequéncia Alélica n (%): niumero de cromossomos com o respectivo haplotipo
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