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RESUMO

AVALIA(;AO DE BIOMARCADORES DE RISCO EM PACIENTES COM
ANEMIA FALCIFORME EM CRISE VASO-OCLUSIVA-Dissertacdo Mestrado-,
2013. Jodo H.O. Reis. Os individuos com anemia falciforme (HbSS) possuem quadro
clinico heterogéneo, com alteracbes multiplas em oOrgdos ou tecidos, que séo
secundérias a hemolise continua e aos fendmenos de vaso-oclusdo, sendo estes ultimos
decorrentes da falcizacdo dos eritrocitos e da ativacdo de moléculas na superficie de
leucdcitos, plaquetas e células endoteliais, além do aumento de proteinas plasmaticas
inflamatdrias. O presente estudo teve como objetivo avaliar biomarcadores relacionados
ao prognostico em pacientes HbSS hospitalizados em crise e no estado estavel, de
maneira a identificar marcadores de risco para cada uma dessas fases da doenca. A
casuistica foi composta por 31 pacientes HbSS em crise e 45 em estado estavel
provenientes do hospital pediatrico das Obras Sociais irmd@ Dulce (HPOSID) e da
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do estado da Bahia (HEMOBA),
respectivamente. O estudo foi aprovado pelo CEP do CPqGM da FIOCRUZ e os dados
clinicos foram obtidos a partir da consulta aos prontudrios médicos. A dosagem
soroldgica de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo (ICAM-1s e VCAM-1s)
soluveis foram realizadas pela reacdo de ELISA. A analise de moléculas na superficie
dos leucdcitos foi investigada por citometria de fluxo. A citocina IL-1p teve correlacdo
negativa significativa com a fragdo de LDL-c (r=0,450, p=0,011) nos pacientes HbSS
em crise. Correlagdes positivas significativas foram observadas para a analise entre
VCAM-1s e &cido urico (r=0,547, p=0,002), triglicérides e IL6 (r=0,547, p=0,00). Em
relacdo ao parametro HDL-c foi verificado que os pacientes que apresentaram niveis
menores do que a média (percentil <50) tiveram risco de 11,6 vezes maior de
desenvolver vaso-oclusdo. Os pacientes HbSS que apresentaram niveis > a média
(percentil >50) das citocinas IL-12 e IL-8 tiveram risco maior para o desenvolvimento
de crise algica. Os pacientes HbSS em crise apresentaram niveis mais elevados para a
AST e LDH quando comparados aos pacientes HbSS no estado estavel; e os niveis de
colesterol total, HDL-c e LDL-c foram menores nos pacientes HbSS em crise que nos
pacientes no estado estavel. Os niveis da citocina TNF-o estiveram associados aos
niveis elevados de VCAM-1s, IL-1f e IL-10 nos pacientes em crise, quando
comparados aos pacientes no estado estavel. Com base nos resultados, pode-se concluir
que a citocina TNF-a esta associada a elevacao sérica de VCAM-1s nos pacientes HbSS
em crise; o nivel de triglicerideos foi considerado fator protetor para o desenvolvimento
de infeccdo nos pacientes HbSS em crise. Os pacientes que apresentaram niveis
menores do que a média de HDL-c tiveram risco maior para o desenvolvimento de
vaso-oclusdo. Os pacientes HbSS que apresentaram niveis superiores a média de
VCAM-1s apresentaram risco elevado para vaso-oclusdo, tanto no estado estavel quanto
em crise. Verificou-se que existe correlacdo positiva significativa entre acido Urico e
VCAM-1s. Em conjunto, 0s nossos resultados indicam que moléculas distintas estdo
associadas ao periodo estavel e de crise nas duas fases da HbSS investigadas, de forma a
constituirem elementos importantes para estratégias voltadas ao desenho de farmacos e
ao monitoramento clinico destes pacientes.

Palavras-chave: Anemia falciforme, crise vaso-oclusiva, infeccdo, estado estavel,

biomarcadores de risco.
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ABSTRACT

EVALUATION OF BIOMARKERS OF RISK AMONG PATIENTS WITH SICKLE
CELL DISEASE IN VASO-OCCLUSIVE CRISIS. Jodo Henrique O. Reis. Sickle cell
anemia (HbSS) individuals have heterogeneous clinical picture, with multiple changes
in organs or tissues, which are secondary to ongoing hemolysis and vaso-occlusive
phenomena, the latter are due to sickling of erythrocytes and molecules activation on the
leukocytes, platelets and endothelial cells surface, as well as an increase of
inflammatory plasma proteins. The aim of this study was evaluate biomarkers related to
prognosis in HbSS patients hospitalized in crisis and in steady-state in order to identify
markers of risk for each of these disease stages. A total of 31 HbSS patients in crisis and
45 in steady-state from the pediatric hospital of Obras Sociais irma Dulce (HPOSID)
and the Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia Bahia state (HEMOBA) were studied
respectively. The study was approved by the Research Board of CPqGM/FIOCRUZ and
clinical data were obtained from medical records. Serum levels of cytokines,
chemokines and solubles adhesion molecules (ICAM-1s and VCAM-1s) were
investigated by ELISA. The analysis of leukocyte surface molecules was investigated
by flow cytometry. The cytokine IL-1p had a significant negative correlation with the
fraction of LDL-C (r = 0.450, p = 0.011) in HbSS patients in crisis-state. Significant
positive correlations were observed for the analysis of VCAM-1s and uric acid (r =
0.547, p = 0.002), triglycerides and IL6 (r = 0.547, p = 0.00). Regarding the parameter
HDL-C was found that patients who had lower than average (percentile <50) had 11.6
fold greater risk of developing vascular occlusion. HbSS patients who had levels >
average (percentile > 50) cytokine IL8 and 1L12 had a greater risk for the development
of painful crises. Patients HbSS in crisis-state had higher levels for AST and LDH
compared to HbSS steady-state patients and the levels of total cholesterol, HDL-c and
LDL-c were lower in HbSS patients in crisis-state than in patients in steady-state.
Levels of the cytokine TNF-a were associated with elevated levels of VCAM-1s, IL-1
and IL-10 in patients in crisis-state when compared with patients in steady-state. Based
on the results, we can conclude that the cytokine TNF-a is associated with an increase
of serum VCAM-1s in HDbSS patients in crisis-state, the triglyceride level was
considered a protective factor against the development of infection in patients in crisis-
state. HbSS patients with HDL-C levels lower than average had an increased risk for
the vaso-occlusion development. HbSS patients who had higher than average levels of
VCAM-1s showed elevated risk for vaso-occlusion in both steady-state and in crisis-
state. It has been found that there is positive correlation between uric acid and VCAM-
1s. Based on the results, it is concluded that different molecules are associated with the
steady and crisis-state, the two stages studied in HbSS, which can constitute an
important element in the design of drugs strategies of and clinical monitoring of these
patients.

Keywords: Sickle cell anemia, vaso-occlusive crisis, infection, steady-state, biomarkers
of risk.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da Anemia Falciforme

A hemoglobina (Hb) é a principal proteina presente no interior dos eritrocitos
dos mamiferos e tem como funcdo principal o transporte de oxigénio (O,) e parte do
diéxido de carbono (CO,). A Hb possui estrutura esferéide e globular, com
aproximadamente 64-KDa, sendo formada por quatro subunidades, organizadas por
cadeias polipeptidicas ou globinas, geralmente iguais duas a duas. Dessa forma, as
cadeias de globina na molécula de Hb apresentam um par de cadeias do tipo alfa e outro
de cadeias do tipo ndo-alfa. As cadeias de globina sdo quimicamente unidas ao
grupamento prostético denominado heme, que é composto pelo atomo de ferro no
estado ferroso (Fe*?) ligado a protoporfirina IX. Esse grupamento possui sitios que
facilitam a ligacdo e/ou liberacdo do oxigénio para os tecidos (PERUTZ et al., 1960;
BUNN & FORGET, 1986; PACE & ZEIN, 2006; STEINBERG, 2009).

As alteracGes hereditarias que ocorrem na molécula Hb sdo denominadas
hemoglobinopatias e se referem a um grupo de doencas caracterizadas por desordens
autossdmicas recessivas, onde existem alteracfes em genes responsaveis pela sintese
das cadeias polipeptidicas presentes na molécula. De forma geral, as hemoglobinopatias
podem ser divididas em dois grupos principais, as estruturais e as de sintese
(ANGASTINIOTIS & MODELL, 1998; TRENT, 2006). As hemoglobinopatias
estruturais sdo decorrentes de mutacdes que envolvem substituicdes simples, insercdes
ou delecGes de nucleotideos que podem alterar as regiGes codificadoras dos genes e,
consequentemente, contribuir para a substituicdo de aminodcidos (aa) na proteina,
dando origem a Hbs variantes. Essas alteracOes estruturais podem comprometer as

propriedades fisico-quimicas e funcionais da Hb, sempre com base no tipo da mutacéo e
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na sua localizagdo (FRENETTE & ATWEH, 2007). As sindromes talassémicas
representam as alteracfes genéticas monogénicas mais prevalentes na populagdo
mundial e sdo caracterizadas pela reducdo ou auséncia de producdo na sintese de uma
ou mais cadeias polipeptidicas da Hb, com desequilibrio entre essas subunidades,
dificuldades no processo de eritropoese, com hemoglobinizacdo deficiente dos
eritroblastos (MUNCIE & CAMPBELL, 2009).

No Brasil, em decorréncia do grau elevado de miscigenacdo da populacdo, a
incidéncia e prevaléncia de hemoglobinopatias variam de acordo com a fixacgao regional
dos principais grupos raciais colonizadores (NAOUM, 1997; ZAGO, 1986), sendo
comum a presenca de hemoglobinopatias estruturais, como a HbS e HbC na regido
nordeste, ¢ de hemoglobinopatias de sintese, como a talassemia o ¢ [ na regidao sul e
sudeste.

A hemoglobina S (HbS) é uma hemoglobina variante que possui frequéncia
mundial elevada e resulta da substituicdo do acido glutdmico pela valina, na sexta
posicdo da cadeia polipeptidica beta (B), sendo decorrente da mutacdo pontual
GAG>GTG no sexto codon do gene beta (HBB). Os homozigotos para o alelo beta S (4
%) da HbS possuem anemia falciforme (HbSS), sendo que os diferentes genétipos que
emergem da associacdo da HbS a outras Hbs variantes ou de sintese, tais como a doenca
SC (HbSC) e a talassemia SB (SPThal), e que cursam com manifestacdo clinica séo
denominados de maneira geral como pertencentes aos grupos de doenca falciforme
(DF). Entretanto, os heterozigotos para HbS, também denominado traco falciforme ou
individuos AS (HbAS), ndo estdo incluidos na classificacdo de DF, uma vez que sdo
assintomaticos (STEINBERG et al., 2006; MURAO & FERRAZ, 2007).

O trago falciforme é uma condigdo relativamente comum e assintomatica

presente no individuo que herda de um dos pais o alelo f* e do outro o alelo g°. E

13



bastante relatado na literatura que a heterozigose e a homozigose para a HbS séo
frequentes em populagdes com descendéncia africana (STEINBERG, 2009). Entretanto,
evidéncias cientificas demonstram que essa Hb tem significancia epidemioldgica entre
grupos populacionais variados, como os da Italia, Grécia, Turquia, Arabia Saudita,
india, Paquistdo, Bangladesh, China e Cyprus (NIETERT et al., 2002).

A distribuigéo global da HbS decorre da combinacdo de dois fatores, a selegéo
de portadores do alelo mutante pela vantagem evolutiva em regiGes onde a maléria é
endémica e a imigracdo de africanos devido ao tréafico de escravos (REES et al., 2010).
A presenca do alelo mutante para a HbS possui distribuicdo variada na populagéo
africana, sendo que a regido central da Africa Subsaariana apresenta frequéncia acima
de 30%. Na Europa e na América do Norte a frequéncia do alelo mutante para a HbS
varia de 0-3% (REES et al., 2010). No Brasil, a frequéncia do alelo g° varia de acordo
com a regido estudada. No estado de Minas Gerais a incidéncia é estimada na proporcao
1:250 nascimentos para a DF (NIETERT et al., 2002), enquanto no estado de Sao
Paulo foi observada a frequéncia de 6,6% para os individuos HbAS entre os
descendentes de africanos (RAMALHO, 1986). A frequéncia do genétipo HbAS foi de
7,4% apbds a avaliacdo de 1200 criancas em idade escolar no estado da Bahia
(AZEVEDO et al., 1980). Adorno e cols. (2005) estudaram recém-nascidos de
Salvador-BA e descreveram a frequéncia de 9,8% para os individuos HbAS e a
incidéncia de 0,2% para os individuos HbSS.

Por apresentar prevaléncia elevada no Brasil, o diagndstico da DF passou a ser
realizado pelo teste de triagem neonatal ou teste do pezinho, desde junho de 2001, com
a criacdo do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), juntamente com a
triagem do hipotireoidismo congénito, da fenilcetondria e da fibrose cistica

(SERJEANT, 2000; RAMALHO et al., 2003). De acordo com o programa de triagem
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neonatal brasileiro, o Rio de Janeiro possui a incidéncia de 1:1200 para a DF e a
frequéncia de individuos HbAS é de 1:21; em Minas Gerais a incidéncia de DF é de
1:1400 e a frequéncia dos HbAS é de 1:23. Com base nesses dados estima-se 0
nascimento de 3.500 criangas com DF e 200.000 HbAS/ ano no Brasil (Ministério da
Salde, 2009). Amorim e cols. (2010) descreveram com base nos dados obtidos na
triagem neonatal do estado da Bahia, realizada pela Associa¢do dos Pais e Amigos dos
Excepcionais (APAE-SSA), a incidéncia de 1:601 para a DF e de 1:1435 para a HbSS.
Ressaltamos que o estado da Bahia é aquele que apresenta a prevaléncia para a DF mais
elevada do Brasil. No Brasil, estima-se que a DF acometa até 0,3% da populagdo negra,
podendo ser mais significativa em decorréncia do grau elevado de miscigenacéo racial

(DI-NUZZO & FONSECA, 2004; GUIMIERO et al., 2007).

1.2 Alterac0es patologicas e vasooclusiva na Anemia Falciforme

A HDbSS é caracterizada pela presenca de hemolise cronica e recorrente, anemia
cronica, suscetibilidade a infecgdes, crises agudas de dor decorrentes de microinfartos e
disfuncéo de diversos 6rgdos. Desta forma, os individuos HbSS possuem quadro clinico
heterogéneo, com retardo no crescimento e desenvolvimento, além de alteracfes
maltiplas em 6rgdos ou tecidos como coracao, rins, pulmao, cérebro, 0ssos e figado, que
ocorrem sempre provenientes da hemdlise continua e dos fendmenos de vaso-oclusao.
O aumento da susceptibilidade a infeccBes é favorecido pela asplenia funcional que
ocorre progressivamente e dificulta a opsonizagédo de bactérias encapsuladas (SONATI
& COSTA, 2008). A HbSS possui morbidade e mortalidade elevadas, principalmente
em decorréncia de infeccbes (STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2009), sendo

importante o diagndstico e acompanhamento precoce desses pacientes.
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A membrana dos eritrécitos com HbS esta constantemente exposta a danos
mecanicos que provocam hemolise, com presenca de anemia hemolitica intravascular e
extravascular crénica. Esse processo hemolitico causa a liberacdo de Hb livre e da
enzima arginase eritrocitaria no plasma, com a ocorréncia de disfuncdo endotelial,
proliferacdo vascular, estresse oxidativo e inflamacdo (ASLAN, 2007; ATAGA et al.,
2008). Os biomarcadores de hemolise sdo importantes na avaliacdo do paciente com AF
(VILAS-BOAS, 2011). A lactato desidrogenase (LDH) é um marcador de hemolise
intravascular, sendo que a sua elevacdo plasmatica esta associada ao subfenétipo clinico
de hipertensdo pulmonar, priapismo e Ulcera nos pacientes HbSS (VILAS-BOAS, 2011;
KATO et al., 2006). As concentracdes das enzimas hepéticas aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) e dos niveis de bilirrubina, principalmente a
indireta, estdo alteradas durante o processo de hemdlise (ROTHER et al., ; BOAS,
2011).

A vaso-oclusdo ou obstrucdo de vasos sanguineos é um dos principais sintomas
clinicos presentes na HbSS, sendo decorrente da falcizacdo dos eritrécitos apos
formagdo de polimeros de HbS préximo a membrana. Atualmente tem sido associado a
esse fendmeno o papel importante desempenhado pelos leucdcitos, plaquetas,
reticulécitos, proteinas plasmaticas e endotélio vascular. As alteracbes ocorridas na
vaso-oclusdo apresentam-se, preferencialmente, nas veias pos-capilares e sao
intensificadas por estimulos de quimiocinas e citocinas pré-inflamatdrias, secretadas em
células endoteliais, leucdcitos e plaquetas, que estimulam tanto o recrutamento quanto a
ativacdo endotelial (OKPALA, 2004).

O fendbmeno da oclusdo microvascular € uma caracteristica fisiopatoldgica da
DF, sendo um processo multifatorial bastante complexo (EMBURY et al., 1994), que

depende, em geral, da concentracdo de polimeros de HbS que sdo formados na
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circulagdo sanguinea. A presenca desse fendmeno torna o fluxo dos eritrécitos em
formato de foice mais lento na microcirculagdo (LUBIN, 1997; GIBSON & ELLORY,
2002), com a adesdo endotelial dos mesmos, que é seguida do acimulo secundario de
celulas menos deformadas (LUBIN, 1997; ATAGA & ORRINGER, 2003), fato que
parece ser responsavel pelo inicio dos eventos vaso-oclusivos nos individuos HbSS.
Esses eventos representam mecanismos complexos e multifatoriais que envolvem
interacbes entre os eritrocitos, células endoteliais, leucocitos, plaquetas, fatores da
coagulacdo e proteinas plasmaticas (REITER et al., 2002; ETIENNE-JULAN et al.,

2004) . O processo de vaso-oclusdo esta resumido na figura 1.

Inflamacéao
ia Falciforme

E selectin ESL-1 TR ( Ligante de

Entrocito
Falcizado

Hemacia
- Plaguetn sl

Tranfusdo Sanguinea > W

(MHC | Ab) < D _coamliiy ¥ .
Inflamacéo Ligante de 55 8 8 N Permeabilidade
plaquetas?  CURSBE “Eroteiial
Figura 1. Representacdo dos principais eventos fisiopatoldgicos presentes no desenvolvimento da vaso-
ocluséo na doenca falciforme (adaptado de SEGEL et al., 2010). O processo de vaso-oclusdo compreende
um evento complexo na qual estdo envolvidos eritrocitos, reticulécitos, plaquetas, leucdcitos e a adesdo
ao endotélio vascular, assim como o envolvimento de proteinas plasmaticas e fatores inflamatérios, como

a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, levando a oclusdo vascular e hipdxia.

Diferentes pesquisas relatam que o endotélio vascular dos individuos com DF

encontra-se alterado, uma vez que as células endoteliais desses pacientes possuem 0
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aumento na expressdo de moléculas de adesdo (MATSUI et al., 2002; ATAGA &
KEY, 2007), tais como a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1), molécula de
adesdo vascular 1 (VCAM -1), E-selectina e P-selectina. E observado que a expressdo
dessas moléculas de adesdo estd aumentada no endotélio vascular mesmo em pacientes
com DF no estado estavel; porém, sua manifestacdo se acentua durante as crises de dor
e hemolise. Entretanto, a ativacdo cronica do endotélio parece ser responsavel pela
vasculopatia dos vasos de grandes e pequenos calibres (ATAGA & KEY, 2007).

Assim como as células endoteliais, os polimorfonucleares circulantes dos
pacientes com DF também exibem fenotipo ativado. Isso é demostrado pela expressdo
de integrinas B2 ativadas (LUM et al., 2004) e da citocina indutivel CD64 (FcyRI)
(FADLON et al., 1998), pelo aumento da liberacdo de leucdcitos e pelo aumento da
expressdo de L-selectina e CD16 (FcyRIII) (LARD et al., 1999). Os eritrocitos
falcizados também possuem papel importante na interagdo com o endotélio (HARLAN,
2000; OKPALA, 2000; HEBBEL et al., 2004), uma vez que expressam em sua
superficie glicopeptideos sulfatados, fosfatidilserina, CD36 e integrina o4f31, alteragoes
demonstradas em estudos desenvolvidos em modelos animais e in vitro. O mecanismo
de adesdo é mediado por receptores localizados nas membranas dos eritrocitos
falcizados, leucdcitos, plaguetas e nas células endoteliais (MONTES et al., 2002). As
hemacias falcizadas prd-adesivas se ligam a P-selectina, E-selectina, VCAM-1 e ICAM-
1, que se tornam ativadas (PATHARE et al., 2002).

Os leucocitos podem contribuir de maneira significativa para que ocorra o
fendmeno da vaso-oclusdo em pacientes com DF (ANYAEGBU et al., 1998), uma vez
que estes sdo capazes de aderir ao endotélio vascular. Estudos na microcirculacdo em
animais transgénicos com DF mostraram as alteracbes provenientes da resposta

inflamatdria subsequente a hipoxia seguida da reoxigenacdo, ocorrendo aumento da
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adesdo e migracdo dos leucdcitos e producdo de radicais livres de oxigénio que
contribuem para a inflamag&o do endotélio e dano tecidual (KAUL & HEBBEL, 2000;
TURHAN et al.,, 2002; ZENNADI et al., 2008). As células de pacientes com DF
apresentam expressao elevada de ligantes para as moléculas de adesdo, com aumento do
namero de leucdcitos ativados durante o episodio de infeccdo e crises, sendo estes
responsaveis por secretar citocinas inflamatorias que ativam o endotélio vascular, ndo
ficando restrito apenas ao local da inflamagdo, mas também em outras partes do
organismo. Além disso, proteinas citotoxicas e substancias vasoativas como
leucotrienos atraem e recrutam outros leucocitos para o local da inflamagdo. Os
leucdcitos ativados expressam mais moléculas de adesdo que aqueles no estado basal;
dessa forma, ligam-se mais rapidamente ao endotélio ativado, o que leva a isquemia,

infarto, dor e vaso-oclusdo (OKPALA, 2004; SOUZA, 2008).

1.3 Biomarcadores de vasooclusao

As trés etapas principais na adesdo e ativacdo dos leucdcitos sdo: (1) os leucécitos
rolam ao longo da superficie do endotélio; (2) em seguida ocorre a ativacdo dos
leucdcitos; e (3) por fim ocorre o processo de adesdo. A primeira etapa, ou seja, a
rolagem dos leucdécitos € considerada um pré-requisito essencial para que ocorra a
adesdo leucocitéria junto ao endotélio, sendo modulada pelas moléculas presentes na
superficie do endotélio, E e P-selectinas (POLANOWSKA-GRABOWSKA et al.,
2010). Moléculas como a VCAM-1 e ICAM-1 também participam da adesdo
leucocitaria, uma vez que sdo responsaveis pela adesdo firme dos leucocitos ao
endotélio. A presenca de algumas citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-

a) e a interleucina 1-beta (IL-1p) sdo responsaveis por regular a expressdo de moléculas
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de adesdo presentes na superficie de leucdcitos e das células endoteliais. Estudos
evidenciam que ambos, TNF-a e IL-1B possuem suas concentragdes elevadas em soros
de pacientes com DF no estado estavel (OKPALA, 2004; HEBBEL et al., 2004), e isso
ocorre, provavelmente, devido a inflamagdo causada pela aderéncia anormal dos
eritrécitos falcizados ao endotélio da microcirculagdo, produzindo assim o processo de
isquemia tecidual (NAGEL, 1991; EMBURY et al., 1994; LUBIN, 1997; KIM et al.,
2003).

O fator tecidual ¢ um iniciador importante da cascata da coagulacdo e sua
expressdo estd aumentada nos pacientes HbSS, principalmente nos episddios de dor
aguda (STYPULKOWSKI & MANFREDINI, 2010). O fator tecidual estd presente na
superficie celular como uma proteina integral de membrana, sendo que em condi¢des
fisiologicas, o fator tecidual ndo é expresso em células de contato direto com o sangue,
tais como células endoteliais e leucécitos (STYPULKOWSKI & MANFREDINI,
2010). Numerosos componentes plasmaticos podem aumentar a expressdo do fator
tecidual em células hematopoiéticas e/ou em células endoteliais, tais como trombina,
endotoxina e proteina C reativa (PCR) (STYPULKOWSKI & MANFREDINI, 2010).

As células endoteliais liberam endotelina-1, um peptideo pré-inflamatério e
vasoconstritor potente, que atua em artérias e veias de grandes e pequenos caelibres,
sendo que esse peptideo aumenta as concentracdes de VCAM-1 e ICAM-1 sollveis
(VCAM-1s e ICAM-1s), e também estimula mondcitos a secretarem citocinas
inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o e substancias que aumentam a producao de
superdxidos pelos neutrofilos. As plaquetas sdo estimuladas pela presenca dessas
citocinas inflamatorias e liberam o fator von Willebrand (FVW) armazenado nos
granulos-o. e que favorecem a ligacdo entre plaquetas, endotélio e o eritrocito

falciforme. Os neutréfilos ativados pelas citocinas inflamatorias sdo recrutados para o
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sitio inflamatorio, aumentam a producdo de perdxidos e expdem quantidade maior de
moléculas de adesdo em sua superficie, facilitando a adesdo ao endotélio, a outros
neutrdfilos, a plaquetas, reticuldcitos, eritrocitos e eritrocitos falcizados, culminando
nos fenbmenos vaso-oclusivos observados na DF (MCLNTYRE et al., 2003; ZAGO &
PINTO, 2007).

Existem muitas evidéncias de que as plaquetas circulantes dos pacientes com DF
estdo cronicamente ativadas, contribuindo para o estado "hipercoagulavel” observado
nesta patologia (LUBIN, 1997; CAPPELLINI, 2007; GLADWIN & KATO, 2008). Um
dos principais fatores que contribuem para a vaso-oclusdo em pacientes com DF parece
ser o estado de hipercoagulabilidade ou pré-trombético (ATAGA, 2003;
STYPULKOWSKI & MANFREDINI, 2010). Isso pode ser atribuido a fatores, tais
como alteragfes na cascata de coagulacdo que levam ao aumento da geracdo de
trombina, esgotamento das proteinas anticoagulantes C e S (HAGGER et al., 1995;
WRIGHT et al., 1997) , e/ou outras alteracbes, como 0 aumento na contagem e
atividade de plaquetas (SETTY et al., 1991; HAGGER et al., 1995).

Os marcadores da ativacdo plaquetéria P-selectina, CD40-L, fator plaquetério 4
(FP4) e B-tromboglobulina estdo aumentados em pacientes com DF quando comparados
aos individuos sadios (WUN et al.,, 1997; KURANTSIN-MILLS et al., 1998;
LINDMARK et al., 2000). Os individuos com DF também tém diminuicéo do contetdo
de trombospondina-1 plaquetéria, relacionada com a ativacdo plaquetaria precoce
(BROWNE, 1996).

O aumento da expressao de P-selectina na superficie de plaquetas (WUN et al.,
1997; TOMER et al., 2001), ou 0 aumento dos niveis plasmaticos de P-selectina soltvel
(BLANN et al., 2003; CHAPMAN et al., 2003) estdo tornando-se evidéncias de

ativacdo plaquetaria. A P-selectina (CD62P) ¢ uma molécula de adeséo que facilita a
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adesdo de plaguetas ao endotélio e leucdcitos, sendo um componente da membrana do
corpo de Weibel-Palade do endotélio, da membrana plaquetaria e dos granulos alfa e
densos. Durante a ativacdo e adesdo das plaquetas, os granulos alfa sdo mobilizados
para que a P-selectina se distribua na superficie, sendo posteriormente derramada no
plasma (MOHAN et al., 2006).

Diante do exposto, tendo como base a amplitude de eventos e a diversidade de
mecanismos presentes na DF, julgamos de interesse a investigacdo de biomarcadores
que possam estar associados com a gravidade da doenca e que possam ser instituidos

como caracteristicos da fase estavel e do estado de crise desses pacientes.

2. JUSTIFICATIVA

De acordo com o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), do Ministério
da Saude, nascem no Brasil 3.500 criancas por ano com DF e 200.000 com HbAS.
Estima-se ainda que 7.200.000 pessoas sejam portadoras HbAS e que entre 25.000 a
30.000 sejam HbSS (FELIX et al., 2010). Os dados de triagem neonatal realizados pela
APAE-Salvador, que possui Servico de Referéncia de Triagem Neonatal da Bahia
(SRTN), revelam que a incidéncia de DF é de 1:645 nascimentos, sendo a Bahia o
estado brasileiro que apresenta a frequéncia mais elevada do alelo g° e a incidéncia
mais elevada da doenga no Brasil (AMORIM et al., 2010).

Os sinais e sintomas clinicos estdo relacionados a anemia grave, complicacdes
vaso-oclusivas e hiperbilirrubinemia crénica, sendo a crise vaso-oclusiva o principal
deles (MANN-JILLES & MORRIS, 2009). Trata-se, portanto, de uma doenca cronica,
que geralmente traz grau elevado de sofrimento aos seus portadores, que merece
atencdo especial do ponto de vista médico, genético e psicossocial (SERJEANT, 1985;

ZAGO, 1986; MANKAD, 1991). A clinica apresentada pelos individuos HbSS é
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variada, com fatores progndsticos classicamente associados, tais como haplétipos
ligados aos genes da globina beta S e talassemia alfa2 por delecdo de 3.7Kb, além de
marcadores ambientais e socio-econémicos (LYRA et al., 2005).

A avaliacdo da expressdo de moléculas de adesdo em pacientes em crise é de
grande interesse cientifico, visto que pode contribuir para o entendimento dos
mecanismos responsaveis pelos fendmenos vaso-oclusivos, que até o presente momento
ndo foram totalmente elucidados.

Diante da grande relevancia mundial apresentada pela HbSS, foi realizada a
avaliacdo da expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1, VCAM-1 soluveis e outros
biomarcadores de prognéstico, como o TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 em
pacientes pediatricos com HbSS em crise, no estado estavel e em um grupo de
individuos sadios. Ressalta-se que a realizacdo do presente estudo contribuird para a
geracdo de conhecimento relativo a importancia das moléculas de ades&o e de suas
associagbes com moléculas normalmente utilizadas na rotina laboratorial e com
manifestacdes clinicas presentes na HbSS, de maneira que possam subsidiar estudos que
busquem a utilizacdo de farmacos novos e de estratégias novas de acompanhamento

para estes pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar moléculas de superficie em leucocitos e moléculas de adesdo soluveis
associando-as ao perfil hematoldgico, bioquimico, clinico e niveis séricos de citocinas

em pacientes HbSS em crise e estado estavel da doenca.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a expressao de moléculas de superficie (CD11b, CD18, CD32, CD42L, CD54
e CD142) em leucdcitos e moléculas de adesdo soliveis (VCAM-1s e ICAM-1s) em
pacientes HbSS pediétricos;

2. Quantificar os niveis de citocinas e quimiocinas (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-12 e
IL-10) nos grupos de pacientes estudados;

3. Correlacionar os dados do perfil clinico, bioquimico e hematolégico com a expressado
e niveis de moléculas de adesdo soluveis e de moléculas de superficie em leucocitos nos

pacientes estudados.
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4. DESENHO EXPERIMENTAL

A Figura 2 representa esquematicamente o delineamento utilizado no presente

estudo.

Coleta das amostras de pacientes com anemia
falciforme em crise no Hospital Irma Dulce e no
estado estavel da HEMOBA

31pacientes HbSS em crise e 45
HbSS no estado estavel da doenca

Entrevista e assinatura do TCLE

\4

Coleta de sangue venoso

\4 e |
Exames laboratoriais

v

Citometria de Fluxo:
Moléculas na Superficie
de Leucdcitos e
Citocinas

v v v

Dosagem de ICAM- Caracterizagdo
1s e VCAM-1s por Hematologica: HPLC / Anélises
ELISA Hemograma Bioguimicas
A A A
1 I 1
__________ I"____l_'___'____I_"_____"_-_'J
1
4
Anélises estatisticas: SPSS versao
18.0 e GraphPad verséo 5.0

Figura 2. Representacéo esquematica do desenho experimental do estudo.
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4.1 Casuistica:

Foram avaliados 31 pacientes HbSS em crise pediatricos, no momento da
hospitalizagdo no Hospital Pediatrico das Obras Sociais Irma Dulce (HPOSID) e 45
pacientes em estado estavel da doenca em seguimento na Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do estado da Bahia (HEMOBA). Considerou-se como critérios de inclusdo
0s pacientes que apresentaram o perfil de hemoglobinas compativel com a DF do tipo
HbSS e a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(APENDICE A) pelo responsavel legal do paciente em questso.

Foram considerados como critérios de exclusdo a recusa em assinar o TCLE, a
auséncia de dados no prontuario desses pacientes, a ndo confirmagdo do perfil de
hemoglobinas HbSS, a sorologia positiva para os virus HCV, HBV, HTLV I / Il e HIV
e uso de hemocomponentes no periodo da coleta de amostras.

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPqQGM/FIOCRUZ-BA, conforme a resolugdo 196/1996 do Conselho
Nacional de Saude, CAAE 0012.1.225.000-07 (PARECER 205/2009; Protocolo 306)

(APENDICE B).

5. METODOLOGIA

5.1 Coleta das amostras

Foram coletados 10 mL de sangue total de cada paciente, sendo 5 mL em EDTA
(sal di-sodico do é&cido etilenodiaminotetracético), na concentragdo de 1,5 mg/mL +
0,25, conforme metodologia proposta por Dacie & Lewis (2006), para as analises

hematologicas e 5SmL sem aditivo para a obtencdo do soro destinado as dosagens.
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5.2 Coleta de dados clinicos

Os dados clinicos e demograficos foram obtidos pelo preenchimento de um
questionario pelos pacientes ou pais/responsavel legal (Apéndice C).

As informac0es adicionais referentes aos pacientes foram obtidas pela consulta

aos prontuarios medicos no ambulatério pediatrico do HPOSID e da HEMOBA.

5.3 Andlises hematoldgicas

A caracterizacdo hematoldgica foi realizada em contador eletrénico de células
Coulter Count T-890 (Coulter, Cidade e pais). A contagem diferencial dos leucécitos
foi avaliada em esfregacos sanguineos corados pelo Wright e o nimero de reticuldcitos

em esfregacos corados pelo azul de cresil brilhante.

5.4 Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas (perfil hepatico, renal, lipidico, inflamatorio e
hemolitico) foram realizadas por método automatizado nos equipamentos A25
(BIOSYSTEMS SA, Barcelona, Spain); Access 2 (BECKMAN COULTER Inc, CA,

USA) e no Immage (BECKMAN COULTER Inc, CA, USA).

5.5 Dosagem sorolégica de citocinas e quimiocinas

A reacdo de ELISA para detec¢do das citocinas foi realizada por captura anticorpo
anti-citocina 2 ug/mL em solugcdo contendo 0,1M Na,HPO, (BD Biosciences
Pharmingen, USA) no volume de 100uL por poco durante 12 horas a 4°C;
posteriormente, foi realizado o bloqueio dos sitios de ligacdes inespecificas pelo
acréscimo de 200 uL de tampdo fosfato salino/soro fetal bovino a 10% (PBS/FBS) por

poco, seguido de incubacao por 1 hora a 25°C e de 3 lavagens em PBS/TWEEN 0,05%.
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Os padrdes e amostras de soro foram adicionados em volume de 100uL por pocgo, sendo
0 padrdo diluido seriadamente (1:2) com ponto final da curva em 2000 pg/ mL. A
reacdo foi incubada por 1 hora a 25°C, seguida de 4 lavagens consecutivas em
PBS/TWEEN a 0,05%. Apds esta etapa foram adicionados 100uL do anticorpo de
detec¢do (Lug/mL) diluido em tampé&o de bloqueio contendo Tween (BD Biosciences
Pharmingen), incubados por 1 hora a 25°C e lavados em PBS/TWEEN 0,05%. Apoés a
lavagem foram adicionados 100uL de peroxidase (HPR) diluida em tampédo de
bloqueio TWEEN (BD Biosciences Pharmingen), seguido de incubacgdo por 30 minutos
a 25°C e cinco lavagens em PBS/TWEEN a 0,05%. Apds a lavagem em PBS/TWEEN
foram adicionados 100uL por pogo do substrato tetrametilbenzidina (TMB) em H,0;
(BD Biosciences Pharmingen), sendo a mistura incubada a 25°C até o aparecimento de
coloracdo azulada. A reacdo foi parada ap6s a adi¢do de 50uL de &cido sulfirico 8N,

com leitura posterior a 450nm.

5.6 A andlise por citometria de fluxo

A analise de moléculas na superficie dos leucdcitos foi determinada pela técnica
de citometria de fluxo. Antes da incubag¢do com o anticorpo monoclonal especifico, as
celulas foram incubadas com e sem 75 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) (Sigma,
Escherichia coli 026:B6) por uma hora. Cada experimento foi desenvolvido em
duplicata.

Aliquotas de 50 pL de sangue total com e sem LPS foram incubadas com 2 pL de
anticorpo monoclonal ndo conjugado dirigidos contra CD11b, CD18, CD32, CD62L,
CD54 e CD142 por 15 min em temperatura ambiente e no escuro. As hemaécias foram
lisadas em 1,3 mL de solucéo de lise (BD Biosciences-Pharmigen, San Jose, CA, EUA)

por 10 minutos a 25°C na auséncia de luz. Em seguida a lise das hemécias, o sangue foi
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centrifugado a 1000 rpm por 10 min a 25°C e ressuspenso em PBS. As células foram
analisadas a 488nm em um citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, San
Jose CA, EUA) e os resultados foram expressos como a média de unidades de

intensidade de fluorescéncia para os marcadores estudados.

5.7 Dosagem de moléculas de adeséo soltveis (ICAM-1s e VCAM-1s)

As moléculas de adesdo sollveis foram analisadas pela técnica de ELISA.
Inicialmente as placas foram preparadas com 100 uL dos anticorpos de captura
previamente diluido, que tiveram os sitios inespecificos e bloqueados com 300 uL de
solucgéo de bloqueio durante uma hora a temperatura ambiente; na etapa seguinte foram
realizadas 3 lavagens com tampdo de lavagem (PBS/TWEEN 20). Ap6s o bloqueio,
foram adicionadas as amostras e os padrdes diluidos seriadamente, seguidos de duas
horas de incubacdo a temperatura ambiente e na etapa seguinte foram realizadas 3
lavagens com tampdo de lavagem; 100 uL dos anticorpos de deteccdo foram
adicionados e incubados por duas horas a temperatura ambiente e na etapa seguinte
foram realizadas 3 lavagens com tampdo de lavagem, sendo adicionados,
posteriormente, 100uL do streptavidina-HRP por 20 minutos a temperatura ambiente.
Na etapa seguinte foram realizadas 3 lavagens com tampdo de lavagem, seguido de
incubacdo com 100uL do substrato por 20 minutos a temperatura ambiente. O término
da reacdo foi realizado com o acréscimo de 50uL de solucdo de parada, sendo a leitura

realizada a 450 nm (R & D, England).
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5.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se os programas EPI
INFO versdo 6.04, SPSS versédo 18.0 e o Graphpad verséo 5.0. Os valores de p<0,05
foram considerados significativos para as anélises realizadas.

A andlise de normalidade da distribuicdo das variaveis quantitativas foi realizada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A partir desta informacdo, foram utilizados testes
paramétricos ANOVA ou ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para a anélise de variaveis
numericas, na comparacdo de trés ou mais grupos de valores dentro de uma mesma
variavel, levando-se em consideracao a distribuicdo individual de cada variavel.

O teste paramétrico ANOVA foi utilizado para a analise da distribuicdo de
médias de variaveis quantitativas ou numéricas, com distribuicdo normal dentro de
categorias. Além disso, para se verificar a provavel diferenca entre as médias dos
valores, foram realizadas entre as médias que apresentaram diferencas significativas,
comparagGes multiplas de médias pelo teste de Bonferroni (ou post-hoc). O teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para as distribui¢cbes ndo normal.

A andlise de varidveis qualitativas ou categéricas de trés ou mais grupos foi
realizada pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (x?), devidamente corrigido pelos
testes de Mantel-Haenszel e Yates. O teste exato de Fisher foi utilizado para as anélises
de valores inferiores a quatro. Os intervalos de confianca em 95% e a razdo de
prevaléncia foram calculados para essas variaveis.

Os testes de Mann-Whitney e o teste T independente foram utilizados para a
andlise de duas variaveis numericas, na comparacao de dois grupos de valores dentro de

uma mesma variavel, levando-se em consideracéo a distribuigdo de cada variavel.
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6. RESULTADOS

O presente estudo investigou 31 individuos HbSS em crise, sendo 15 (48,4%) do
sexo feminino. A andlise da distribuicdo de idade demonstrou que a idade média dos
pacientes era de 10,34+4,36 anos, sendo 15/31 (48,4%) com idade inferior a média
encontrada.

A Tabela 1 mostra o historico clinico dos 31 pacientes HbSS em crise, dados
que foram obtidos a partir da pesquisa nos prontuarios clinicos durante o periodo de
internacdo no HPOSID. As principais caracteristicas clinicas observadas nos pacientes
HbSS foram as crises vaso-oclusivas, presentes em 22/31 (70,1%), crises de dor em
22/31 (70,1%), infeccbes em 22/31 (70,1%), febre em 11/31 (35,5%) e pneumonia em

8/31 (25,8%).

Tabela 1. Histdrico clinico dos pacientes com anemia falciforme em crise.

Histérico clinico Pacientes (N) Frequéncia (%)
Eventos vaso-oclusivos 22/31 70,1
Pneumonia 8/31 25,8
Febre 11/31 35.5
Infeccéo 22/31 70,1
Crises de dor 22/31 70,1

O grupo de pacientes que comp0s a casuistica deste estudo foi avaliado quanto
ao perfil de variaveis hematoldgicas e de moléculas relacionadas a vias metabdlicas
importantes no curso clinico da HbSS, como as associadas ao metabolismo lipidico,
renal, hepético, & hemolise e ao processo inflamatério. Desta forma, os dados referentes
as variaveis investigadas no total de pacientes HbSS em crise estdo apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas demogréaficas e laboratoriais exibidas pelos individuos HbSS em crise avaliados

neste estudo.

Média +
Caracteristicas N Desvio Padrao Percentil (25%) Mediana Percentil (75%)
Idade, anos 31 10,34+4,36 8,00 10,00 15,00
Sexo
Masculino, N(%) 16(51,6)
Feminino, N(%) 15(48,4)
Dados Hematoldgicos
Hemécias milhdes/mL 26 2,58+0,75 2,00 2,50 3,00
Hemoglobina g/dL 31 8,47+2,04 7,20 8,20 10,00
Hematdcrito % 29 25,9145,21 22,20 25,70 30,20
VCM fL 25 83,62+8,46 78,70 82,40 88,70
HCM pg 25 25,80+3,18 25,20 28,50 30,40
CHCM g/dL 25 33,35+1,65 32,30 33,00 34,35
Reticulécitos % 12 2,52+1,33 1,30 2,70 4,00
Leucéceitos x10%/L 25 15.062,40+8.006,78 10.400,00 15.200,00 20.450,00
Segmentados x10°/L 22 9.512,57+6.516,06 5.386,00 8.087,00 11.838,00
Bastio x10%/L 23 2,04+1,58 92,00 190,00 573,50
Eosindfilos x10%/L 21 620,29+552,82 254,00 464,00 10.064,00
Basofilos x10%/L 5 61,60+56,27 0 26,36 143,00
Linfocitos x10%/L 22 4.812,90+3.62,66 2.551,00 3.952,00 6.699,00
Monécitos x10%L 22 485,64+341,85 171,75 458,50 683,75
Plaquetas x10°%/L. 30 360,57+185,89 220,00 356,00 457,25
Perfil Bioquimico
Colesterol Total mg/dL 29 134,10426,67 114,00 130,00 147,00
HDL-colesterol mg/dL 31 32,19+7,30 26,00 33,00 38,00
LDL- colesterol mg/dL 31 80,26+23,81 64,00 77,00 89,00
VLDL-colesterol mg/dL 31 20,4249,97 14,00 19,00 24,00
Triglicérides mg/dL 31 102,26+49,76 70,00 95,00 119,00
LDH U/L 29 751,31+356,36 515,00 659,00 951,50
BILT mg/dL 29 1,0+0,55 0,55 0,90 1,20
BILD mg/dL 30 0,42+0,41 0,20 0,30 0,50
BILI mg/dL 29 0,71+0,61 0,30 0,60 0,90
AST U/L 31 47,71+29,97 28,00 39,00 51,00
ALT U/L 29 27,86+20,19 13,00 20,00 40,00
Albumina mg/dL 29 4,28+0,37 4,10 4,30 4,60
Uréia mg/dL 28 21,5446,22 17,00 23,00 25,00
Creatinina mg/dL 28 0,45+0,17 0,32 0,43 0,53
Acido arico mg/dL 31 3,08+1,18 1,90 3,10 4,00
Creatina Kinase 29 62,41+45,50 32,50 48,00 79,50
Sodio mEg/L 24 139,29+2,99 137,00 140,00 141,00
Potéssio mEg/L 24 4,3241,24 3,73 4,10 4,40

Foi avaliada a correlacdo entre as variaveis hematolégicas, bioquimicas,
citocinas e de moléculas de adeséo e de superficie nos pacientes HbSS em crise, com a
finalidade de avaliar a influéncia de uma variavel na elevacdo ou diminuicdo de outro
parametro estudado. Na Figura 3 (A-H) sdo apresentados os graficos com correlacéo
estatisticamente significativa (p<0,05) entre dois parametros distintos, indicando assim
o efeito positivo e/ou negativo que uma varidvel exerce sobre a outra, podendo ser
observado pelo valor de r (coeficiente de correlagdo), em individuos HbSS durante a
crise. E possivel observar que o aumento de Hb (Figura 3B) e de linfécitos (Figura

3D) esteve relacionado positivamente com a elevacdo dos niveis de VCAM-1s, onde
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estes dois parametros hematoldgicos exercem efeito positivo nessa variavel,
apresentando valor de coeficiente de correlacdo de r=0,432 e de r=0,452,
respectivamente. Por outro lado, os marcadores de superficie, CD32 em mondcitos néo
estimulado por LPS (Figura 3E) e CD62L em mondcitos estimulados por LPS (Figura
3F), apresentaram correlacdo negativa estatisticamente significativa (p<0,05) para a
variavel contagem de plaquetas, ou seja, quanto maior essa varidvel hematologica nos
individuos HbSS em crise, menores foram os valores para os marcadores de superficie
CD32 e CD62L. Este comportamento também pode ser verificado nos valores de
coeficiente de correlacdo expressos nos graficos para o CD32 (r=-0,596) e para o
CD62L (r=-0,680) com correlacdo negativa significativa (p<0,05) para a variavel
plaqueta. A figura 3G mostra a correlagdo positiva estatisticamente significativa entre o
sodio e plaquetas (r=442 e p=0,031).

O gréfico que correlaciona a citocina IL-12 e Hb (Figura 3H) apresenta valor de
r=-0,390, indicando que quanto maior a Hb menor a IL-12 nesses individuos.

A Tabela 3 mostra a comparacdo dos dados hematoldgicos, bioquimicos, perfil
inflamato6rio, marcadores hemoliticos e moléculas de adesdo nos individuos HbSS no
estado estavel e em crise avaliados neste estudo. A partir dos valores determinados para
os marcadores hemoliticos foi possivel observar que os pacientes em crise apresentaram
niveis mais elevados para a AST e LDH quando comparados aos pacientes HbSS no
estado estavel. Em relacdo ao metabolismo lipidico, constatou-se que os niveis de
colesterol total, HDL-c e LDL-c foram menores nos pacientes HbSS em crise. Quando
avaliado o perfil inflamatdrio, com excecdo do &cido urico e 1L-12, todas as citocinas
investigadas estiveram aumentadas nos pacientes HbSS em crise em relacdo aos

pacientes estaveis.
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entre CD32 e plaquetas; (F) Correlagdo negativa entre CD62L e plaquetas; (G) Correlagdo positiva entre
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sodio e plaquetas; e (H) Correlacdo negativa entre IL-12 e hemoglobina. # Coeficiente de Correlagdo de

Pearson, ## Coeficiente de Correlagdo de Spearman.

Tabela 3. Comparacao dos individuos HbSS no estado estavel e em crise avaliados neste estudo.

Estado estavel HbSS Estado de crise HbSS  Valorde P
Média (DP) Média (DP)

Idade (anos) 16,00+13,99 10,00+4,36 -
Género -
Masculino 21/45+46,70 16/31+51,60 -
Feminino 24/45+53,30 15/31+48,40 -
Dados Hematoldgicos
Hemoglobina (g/dL) 8,09+1,60 8,46+2,04 0,377*
Volume celular médio VCM (fL) 91,06+9,02 83,52+8,46 0,001*
Leucécitos (x 10°/L) 11802,56+3635,57 15782,40+7581,22 0,004*
Plaquetas (x 10°%/L) 373224,44+183404,31 360566,67+185889,04 0,858
Marcadores hemoliticos
AST (U/L) 32,78+14,84 47,71+29,97 0,006
LDH (U/L) 720,97+257,09 751,31+356,35 0,672*
Metabolismo lipidico
Colesterol Total (mg/dL) 158,53+43,18 132,03+26,98 0,004
HDL-C (mg/dL) 42,93+9,84 32,19+7,29 0,0001
LDL-C (mg/dL) 87,48+47,39 80,25+23,80 0,437*
Perfil inflamatério
IL-1b (pg/mL) 8,13+3,23 16,11+9,94 0,0001
IL-6 (pg/mL) 10,39+6,66 22,39+14,64 0,0001
IL-12 (pg/mL) 10,07+6,48 6,40+2,98 0,0001
TNF-o (pg/mL) 7,18+2,00 19,03+18,46 0,0001
IL-10 (pg/mL) 8,87+1,52 17,75+9,57 0,0001
Acido trico (mg/dL) 4,40£2,02 3,08+1,17 0,001
Moléculas de adesédo soltvel
ICAM-1s (ng/mL) 380,01+118,04 367,27+118,04 0,626*
VCAM-1s (ng/mL) 666,79+397,19 948,06+245,08 0,001*

*Test T independente
? teste Mann-Whitney

A Figura 4 mostra a associacdo entre os niveis sericos de TNF-a, VCAM-1s,

IL-1B, IL-10 e IL-12 de 45 pacientes HbSS no estado estavel (Figura4 A, C,Ee G) e

31 pacientes HbSS em crise (Figura 4 B, D, F e H).
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A partir da anélise comparativa entre os pacientes HbSS estaveis e em crise, foi
possivel constatar que os niveis da citocina TNF-a estio associados a elevacdo dos
niveis de VCAM-1s (Figura4 A e B), IL-1p (Figura4 C e D) e IL-10 (Figura4 E e F)
nos pacientes em crise, fato evidenciado pela anélise dos grupos com percentil >50 nos
pacientes em questdo. O mesmo pode ser observado quando avaliada a influéncia de IL-
1B na elevacdo dos niveis de IL-12 nos pacientes em crise quando comparado aos
pacientes estaveis.

A Figura 5 mostra a comparacao entre os niveis séricos de IL-1p e as fracBes do
colesterol, bem como a correlacdo entre IL-1p, HDL-c, e LDL-c de 45 pacientes HbSS
no estado estavel (Figura 5A) e 31 pacientes HbSS em crise (Figura 5B), utilizando o
coeficiente de correlacdo de Pearson. A partir dos resultados encontrados constatou-se
que no grupo de pacientes no estado estavel da doenca, ndo houve correlacdo entre a
citocina IL-1p e o LDL-c (r=-0,074) e HDL-c (r=-0,073).

A avaliacdo da correlacdo entre a citocina IL-1p foi estatisticamente negativa
para a fracdo de HDL-c (r=-0,568) no grupo de pacientes em crise (Figura 5B).
Entretanto, observou-se uma correlacdo positiva entre a IL-1p e a fragdo de LDL-c
(r=0,450) nos pacientes HbSS (Figura 5B).

A Figura 6 (A-H) mostra os graficos que representam correlagdes
estatisticamente significativa (p<0,05) entre as varidveis bioguimicas (acido urico,
triglicérides, albumina e LDH), citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 e IL-12) e
molécula de adesdo soluvel (VCAM-1s) em pacientes HbSS em crise avaliados neste
estudo. Quando avaliado o pardmetro bioquimico albumina nota-se a correlagdo
negativa com as citocinas TNF-a (Figura 6E), IL-10 (Figura 6G) e IL-6 (Figura 6H).
Foi verificado também a correlacdo negativa entre o parametro bioquimico HDL-c com

as citocinas IL-12 (Figura 6B) e IL-1p (Figura 6C), com r=-0,383 e r=-0,646,
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respectivamente. As correlacBes positivas foram observadas para a andlise entre

VCAM-1s e &cido urico (Figura 6A) e entre triglicérides e 1L-6 (Figura 6D).
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Figura 5. Correlagdo entre os niveis séricos de IL-1p e as fragdes do colesterol. Correlagdo entre 0s
niveis séricos de IL-18 HDL-c e LDL-c em 45 pacientes HbSS no estado estavel (A) e 31 pacientes

HbSS em crise (B). Andlise de correlacdo pelo coeficiente de correlacdo de Pearson.

A Figura 7 mostra os graficos relacionados a avaliacdo da influéncia dos
parametros bioquimicos (triglicérides e HDL-c) e citocinas (IL-12 e 1L-8) nos eventos
de vaso-oclusédo, na presenca de infec¢do e durante a crise algica, quando avalidos 31

pacientes HbSS em crise.
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Figura 6. Demonstragdo grafica da correlagdo entre as varidveis bioquimicas, citocinas e moléculas de adesdo
sollveis em pacientes HbSS em crise. (A) Correlagdo positiva entre VCAM-1s e &cido Urico; (B) Correlagdo negativa
entre IL-12 e HDL-c; (C) Correlacdo negativa entre IL-1p e HDL-c; (D) Correlagdo positiva entre triglicérides e IL-
6; (E) Correlacdo negativa entre albumina e TNF-a; (F) Correlagdo negativa entre LDH e TNF-a; (G) Correlacéo

negativa entre albumina e IL-10; e (H) Correlacdo negativa entre albumina e IL6.
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Figura 7. Avaliacdo da influéncia dos parametros bioguimicos (triglicérides e HDL-c) e citocinas (IL-12
e IL-8) nos eventos vaso-oclusivos, infeccdo e crise algica em 31 pacientes HbSS em crise. * Teste Exato

de Fisher.

Constatou-se que os pacientes HbSS que tiveram um percentil < 50 para 0s
niveis de triglicerideos apresentaram risco maior de desenvolver infeccdo. Diante disso,
observa-se que o parametro triglicerideos foi considerado neste estudo como um fator
protetor para o desenvolvimento de infeccdo nos 31 pacientes HbSS avaliados. Em
relacdo ao parametro HDL-c foi verificado que os pacientes que apresentaram niveis
menores do que a média (percentil < 50) tiveram risco de 11,6 vezes maior de
desenvolver vaso-oclusdo, quando comparado aos pacientes que apresentaram niveis
maiores do que a média (percentil > 50). Foi verificado também que os pacientes HbSS
que apresentaram niveis > que a média (percentil > 50) das citocinas IL-12 e IL-8

tiveram risco maior para o desenvolvimento de crise algica.
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7. DISCUSSAO

Os pacientes HbSS cursam com anemia do tipo normocitica/normocrémica,
valores de hemoglobina variando de 6,5 a 10g/dL e com reticulocitose (SMELTZER et
al., 1998; CESAR, 1998; SILVEIRA & FONSECA, 2002; IVO & CARVALHO, 2003;
SILVA & MARQUES, 2007). Os pacientes avaliados neste estudo apresentaram
valores médios de hemécias de 2,58+0,75 milhdes/mL e de hemoglobina de
8,47+2,04g/dL, sendo estes indices hematologicos compativeis com o estado de crise na
HbSS. O mesmo pbde ser observado para os pardmetros bioquimicos, ou seja, 0S
pacientes apresentaram o perfil classico associado a HbSS, com a presenca de
marcadores de hemdlise em concentracdes elevadas. Dentre estes, pode-se destacar 0s
valores elevados de LDH, avaliado em uma amostra de 29 pacientes (29/31) (Tabela 2).

A HbSS € caracterizada por quadro inflamatério crénico, apresentando
contagem elevada de leucdcitos, ativagdo anormal de granuldcitos neutrdfilos,
mondcitos e células endoteliais e elevacdo nos niveis de mediadores inflamatdrios
(TURHAN et al., 2002). A adesdo de leucdcitos ao endotélio pode, por si s6, promover
o0 evento de vaso-oclusdo (TURHAN et al., 2002). Esses leucdcitos aderentes podem ser
responsaveis pela ligacdo a moléculas na superficie dos eritrdcitos e, posteriormente,
pela retencdo destes no vaso, sugerindo associacdo direta e indireta no processo vaso-
oclusivo (TURHAN et al., 2002). Ressalta-se ainda que quando realizada a andlise
comparativa entre os pacientes HbSS no estado estavel e no estado de crise constatou-se
a elevacdo na contagem de leucdcitos nos pacientes em crise (Tabela 3). A elevacao no
numero de leucdcitos tem sido invariavelmente relacionada a presenca dos eventos
vaso-oclusivos nos pacientes HbSS, fato que foi evidenciado nos pacientes avaliados,
uma vez que estes apresentaram a frequéncia de 70,1% para esta alteracdo clinica

(Tabela 1). Os leucocitos, eritrocitos e plaquetas contribuem para 0 processo vaso-
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oclusivo que ocorre na microcirculagdo pela adesdo celular ao endotélio vascular e
contato célula-célula, causando uma barreira fisica para o fluxo sanguineo, contribuindo
para o estimulo inflamatdrio crénico, sendo que as moléculas de ades&o celular e o
endotélio sdo elementos chaves nesses mecanismos (OKPALA, 2004). Os ligantes
endoteliais mais comuns na AF certamente estdo relacionados as moléculas de adesdo
ICAM-1s e VCAM-1s (MORRIS et al., 2005). Santos (2011) encontrou como
principais caracteristicas clinicas as internagdes (95,3%) e as crises vaso-oclusivas
(74,4%) quando avaliou 43 individuos com HbSS no estado estavel. Portanto,
independente do estado do paciente HbSS, os fendmenos vaso-oclusivos sdo frequentes,
principalmente devido a elevacdo no numero de leucdcitos e de outros mediadores
inflamatorios.

IVO & CARVALHO (2003) investigaram os episédios de dor em pacientes
HbSS, e evidenciaram que a crise de dor manifestava-se, inicialmente, na regido 6ssea,
como articulagbes, o abdomen e parte inferior das costas. Neste estudo, 70,1% dos
pacientes avaliados apresentaram manifestacdes de dor (crise algica) durante o estado
de crise (Tabela 1).

A expressdo de citocinas pode ter papel fundamental no quadro clinico
apresentado pelos pacientes HbSS e os efeitos dessas citocinas sobre o endotélio
vascular e expressdo de moléculas de adesdo tém sido considerados importantes na
patogénese da doenca (HEBBEL et al., 2004; OKPALA, 2004). Os niveis séricos de
citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-o e a IL-8 estdo aumentados em pacientes
HbSS quando comparados a controles saudaveis, sendo que pacientes com
caracteristicas clinicas mais graves apresentam concentracdes séricas ainda maiores
dessas citocinas (LANARO et al., 2009; DWORKIS et al., 2011). O TNF-a ¢ a IL-8 séo

de grande interesse porque seus efeitos podem diminuir o fluxo sanguineo e impedir a
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recuperacdo do episodio isquémico por aumentar a adesdo da hemécia falcizada ao
endotélio. Este achado € consistente com dados de estudos anteriores, 0s quais tém
concluido que a persisténcia do processo inflamatorio em pacientes com dor e DF é
influenciada por estas moléculas (MICHAELS, 1998). No presente estudo, quando se
comparou os niveis e a influéncia da citocina TNF-o em pacientes HbSS em crise e no
estado estavel , constatou-se que esta é considerada fator responsavel pela elevacdo dos
niveis de VCAM-1s, IL-1p e IL-10 no grupo de pacientes em crise (Figura 4). Neste
estudo observou-se o0 aumento nos niveis de VCAM-1s, IL-1p e IL-10, além de outras
citocinas inflamatdrias, nos pacientes HbSS no estado em crise, quando se comparou
estes resultados com os obtidos no grupo HbSS em estado estavel.

No estudo realizado por Gongalves e cols (2001) foi verificado que niveis
circulantes elevados de IL-8 tém sido detectados em pacientes HbSS no estado em crise,
ou quando estes apresentam alguma sindrome aguda. Os autores demonstraram que 0s
niveis séricos de IL-8 foram mais elevados nos pacientes HbSS em crise quando
comparados aos obtidos em individuos controles saudaveis. Ressalta-se que os niveis
elevados de IL-8 durante a crise de dor nos individuos HbSS tém sido relatados
independentemente do fator indutor da crise (DUITS et al., 1998). Resultados
semelhantes foram encontrados neste estudo quando se investigou os niveis de IL8 nos
pacientes HbSS em crise, sendo que aqueles com percentil > 50 apresentaram risco de
7,5 vezes maior para desenvolver crise algica (Figura 7) quando comparados com 0s
pacientes que tinham os niveis de IL-8 menores que a média (percentil < 50),
confirmando que esta citocina esta relacionada aos processos dolorosos nos pacientes
HbSS. O mesmo comportamento foi observado quando avaliados os niveis de IL-12 e

sua associagao com as crises algicas (Figura 7).
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A HDL-c tem sido associada como marcador de progndstico da hemolise
intravascular e disfuncdo endotelial, devido as suas atividades anti-inflamatoria,
antioxidativa, anti-agregante, anticoagulantes e pro-fibrinolitica (NOFER et al., 2002;
FREDENRICH & BAYER, 2003). No estudo realizado por SEIXAS e cols (2010) foi
verificado que pacientes HbSS com niveis séricos elevados de HDL-c apresentaram
menos hemdlise e disfuncdo endotelial, incluindo também contagem diminuida de
reticuldcitos e eritroblastos, bem como concentragdes menores de HbS. Tais resultados
podem ser justificados pelo aumento no consumo de colesterol pela medula, diante da
necessidade de aceleracdo da producgdo de células sanguineas durante a crise hemolitica
(NOFER et al., 2002; FREDENRICH & BAYER, 2003). Foi verificado também pelos
autores que os pacientes HbSS que apresentaram niveis elevados de HDL-c possuiram
contagem inferior de leucécitos, mondcitos e plaquetas, bem como menor concentracao
sérica de marcadores associados a disfuncdo hepéatica e a hemolise e, com valores
significativamente menores de VLDL-c e triglicérides, o que pode refletir na acdo anti-
inflamatoria e anti-oxidante deste biomarcador (NOFER et al., 2002; FREDENRICH &
BAYER, 2003).

Em relacdo as concentragbes de HDL-c nos pacientes HbSS avaliados neste
estudo, constatou-se que 0s pacientes que apresentaram 0s niveis desse biomarcador
abaixo da média (percentil <50) tiverem o risco 11,6 vezes maior de desenvolver
eventos vaso-oclusivos (Figura 7). Os resultados determinados neste estudo s&o
consistentes com os encontrados na literatura (NOFER et al., 2002; FREDENRICH &
BAYER, 2003; SEIXAS et al., 2010). Os pacientes HbSS que apresentaram niveis de
triglicérides superiores a média (percentil > 50) tiveram risco menor de desenvolver

processos infecciosos (Figura 7).
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O grau de ativagdo das celulas endoteliais e risco para eventos vaso-oclusivos
podem ser mensurados pela concentragdo de moléculas sollveis, como a VCAM-1s e
ICAM-1s, sendo que 0 aumento na expressdo dessas moléculas no endotélio, seguido
pelo aumento das concentracBes plasmaticas deve-se a exposicdo a citocinas pro-
inflamatorias, radicais livres de oxigénio e ao grau elevado de estresse oxidativo
sisttmico (DE CATERINA et al., 1995; MAKIS et al., 2000). Essa ativacdo endotelial
representa risco eminente para a ocorréncia de eventos vasculares e associa-se a
gravidade clinica na HbSS (DWORKIS et al.,, 2011). KLINGS e cols (2008)
observaram a ativacdo basal do endotélio de pacientes HbSS, quando comparada com
individuos controle saudaveis, com correlagdo positiva entre VCAM-1s e a hipertensdo
pulmonar. O perfil pré-inflamatério e o estresse oxidativo sdo os responsaveis pelo
aumento de células endoteliais circulantes em pacientes HbSS em estado estavel, com
aumento no numero dessas células nas crises oclusivas (SOLOVEY et al., 1997), além
do aumento na expressdo do CD142, com a possibilidade de desencadear a cascata de
coagulacdo (SOLOVEY et al., 1998).

Diferentes estudos comprovam que as células endoteliais de pacientes HbSS
possuem a expressao elevada de moléculas de adesdo, como por exemplo ICAM-1s e
VCAM-1s (SOLOVEY et al., 1997; MATSUI et al., 2002; ATAGA & KEY, 2007;
STYPULKOWSKIL & MANFREDINI, 2009). Ressalta-se que a expressdo dessas
moléculas no endotélio vascular encontra-se em niveis elevados mesmo em pacientes
HbSS no estado estavel da doenca (Tabela 3). Entretanto, verifica-se que 0s niveis
elevados de VCAM-1s se acentuam durante o estado de crise dos pacientes HbSS.
DUITS e cols (1996) e SOLOVEY e cols (1997) verificaram a partir de dados in vivo,
que os pacientes HbSS possuem concentragdes plasmaticas elevadas de ICAM-1s e

VCAM-1s. No presente estudo, constatou-se o aumento dos niveis de Hb e de linfocitos
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nos pacientes HbSS em crise (Figura 3) e que estes aumentos estiveram associados a
niveis elevados de VCAM-1s. Vale ressaltar que essa ativacdo cronica do endotélio
parece ser responsavel pela vasculopatia dos grandes e pequenos vasos (SOLOVEY et
al., 1997; KEY et al., 1998; ATAGA & ORRINGER, 2003).

E relatado por alguns autores que as moléculas de adesdo VCAM-1s e ICAM-1s
sdo0 normalmente expressas em niveis diminuidos na superficie luminal das células
endoteliais, sendo que a expressao dessas moléculas é mediada por diferentes estimulos
bioldgicos, tais com a inducdo por citocinas inflamatdrias, como por exemplo, TNF-a.
A partir da andlise de associacdo entre os niveis sericos de TNF-a ¢ VCAM-1s,
constatou-se que essa citocina é um fator responsavel pela elevacédo sérica de VCAM-1s
nos pacientes HbSS em crise avaliados neste estudo (Figura 4). O TNF-o é responsavel
por estimular a expressdo do NF-kB, permitindo a fosforilagéo e degradacéo da proteina
inibitoria-kB (IkB) e, consequentemente, o estimulo a expressdo de ICAM-1s e VCAM-
1s na superficie celular (READ et al., 1994).

Consistente com os resultados encontrados nesta pesquisa, GLADWIN e cols
(2003) verificaram que os pacientes HbSS que apresentaram niveis superiores a média
de VCAM-1s possuem risco maior de apresentar fendbmenos vaso-oclusivos, tanto no
estado clinicamente estavel, quanto em crise. Além disso, esses individuos estdo mais
propensos a desenvolver hipertensdo pulmonar e apresentarem mortalidade precoce
(GLADWIN et al., 2003). Portanto, niveis de VCAM-1s maiores que a média, podem
ser utilizados para identificar pacientes com risco elevado de disfuncdo endotelial e
fendmenos de vaso-ocluséo.

De acordo com KAUL e colaboradores (1996), e como descrito anteriormente,
as citocinas inflamatodrias, tais como 0 TNF-o sdo expressas por estresse ou trauma, e

estas tém papel importante na patogénese da vaso-oclusdo. O TNF-a atua sobre as

46



células endoteliais para aumentar a expressdao de ICAM-1, o qual é reconhecido pelos
membros das B2 integrinas de leucocitos. Foi relatado por BISWAS e cols (1998) que
os anticorpos dirigidos contra a cadeia  desta familia da integrina e contra a ICAM-1
inibiram a ligacdo de neutréfilos ao endotélio dos pacientes HbSS em crise, sugerindo
que outras moléculas de adesdo, que ndo as integrinas 2, seriam responsaveis pelo
aumento da adesividade dos neutréfilos de pacientes HbSS. Os resultados encontrados
neste estudo demostraram niveis elevados de ICAM-1s em pacientes HbSS no estado de
crise. Entretanto, quando realizada a analise comparativa entre os pacientes HbSS no
estado clinicamente estavel e em crise, observou-se niveis séricos de ICAM-1s mais
elevados nos pacientes no estado estavel (Tabela 3).

Os eritrdcitos falciformes expressam nimero maior de moléculas de adesdo na
superficie externa da membrana celular do que em eritrocitos normais. Essas moléculas
favorecem a interacdo com o endotélio e com outras células, propagando o processo de
vaso-oclusdo. Algumas dessas moléculas, como o CD36 sdo expressas somente nos
reticulécitos que sdo eritrocitos jovens, com propriedades maiores de aderéncia e que
estdo presentes em ndmero maior nesses pacientes, onde desempenham papel
importante no fendmeno vaso-oclusivo.

No presente estudo foi observada correlacdo positiva entre a Hb e VCAM-1s
(Figura 3). Assim, a correlagdo positiva entre a Hb e LDH com VCAM-1s pode indicar
envolvimento da VCAM-1s no estresse da eritropoese que é caracteristico de pacientes
HbSS (SERJEANT, 2001). A correlacdo positiva entre Hb, LDH e VCAM-1s pode
também ser explicada pelo efeito da ativacdo imune direta pela presenca da Hb livre
(McFAUL et al.,, 1994; HOMI et al., 1997) . No entanto, como a hipdxia € um
desencadeador importante da expressdo de VCAM-1s, estas correlagdes podem também

ser o resultado de hipoxia tecidual cronica, o que pode ocorrer mais rapidamente em
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pacientes com niveis diminuidos de Hb a nivel tecidual (SETTY & STUART,
1996 ; HOMI et al., 1997).

O ndmero de leucdécitos nos pacientes HbSS em crise foi mais elevado que o
exibido pelos pacientes clinicamente estaveis (Tabela 3). Ressalta-se que a participacao
dos leucocitos, como, por exemplo, os linfécitos, em doencas que cursem com
alteracOes vasculares e eventos trombdticos sdo escassos na literatura. Alguns estudos
que utilizam modelos animais evidenciam a participacdo dessas céelulas juntamente com
0 INF-y nas disfungdes vasculares (YILMAZ et al., 2006). Essas células apresentam-se
ativadas em pacientes HbSS em crise oclusiva, com aumento na expressao de selectinas
de superficie (OKPALA et al., 2002).

E relatado em alguns estudos que o &cido Grico pode atuar como agente pro-
oxidante em concentracGes elevadas e, também possuir papel terapéutico como
antioxidante (KOENIG & MEISINGER, 2008). Destaca-se que o papel do &cido drico
como molécula pro-oxidante em pacientes HbSS que apresentam estresse oxidativo
exacerbado devido aos processos de hemdlise (TAYLOR et al., 2008), sugere uma
possivel contribuicdo negativa dessa molécula na fisiopatologia da doenca, quando
presente em concentracdes elevadas. Vale ressaltar que essa possibilidade é confirmada
quando VILAS-BOAS e cols (2010) observaram que 0s pacientes com concentragdes
plasmaéticas elevadas de &cido Urico apresentaram niveis plasmaticos também elevados
de VCAM-1s, que € considerado marcador de ativacdo endotelial, e de marcadores
classicos de hemdlise, como a bilirrubina indireta e os niveis séricos de arginase. Os
niveis seéricos de acido urico correlacionam-se positivamente com citocinas pro-
inflamatdrias, estabelecendo objeto de futuras pesquisas, pois ndo estd bem descrito na
literatura (RUGGIERO et al., 2006). AL-NAAMA e colaboradores (2000) verificaram

que os niveis séricos de &cido Urico apresentam-se mais elevados nos pacientes HbSS
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que nos individuos saudaveis; entretanto, a verdadeira contribuicdo dessa molécula na
fisiopatologia da doencga ainda permanece incerta. A partir dos resultados encontrados
neste estudo, verificou-se que existe correlacdo positiva entre acido urico e VCAM-1s,
ou seja, 0s pacientes que apresentaram concentracfes séricas elevadas de &cido Urico
apresentaram também niveis séricos elevados de VCAM-1s (Figura 6), indicando que o
acido urico influencia negativamente as concentracfes elevadas de acido drico na AF
podendo ser decorrente da ativacdo do complexo inflammasome e de mecanismos
relacionados a caracteristica oxidativa apresentada por essa molécula (WEBB et al.,
2009; CERQUEIRA et al., 2011). Além disso, as concentracdes plasmaticas de acido
urico apresentam aumento linear com citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatorias

(CERQUEIRA et al., 2011; LAMKANFI, 2011).

49



8. CONCLUSOES

1. Pacientes HbSS que apresentaram niveis elevados de VCAM-1s apresentaram risco
maior para os eventos vaso-oclusivos, tanto no estado clinicamente estavel, quanto em
crise, portanto, os niveis elevados de VCAM-1s podem ser utilizados para identificar
pacientes com risco elevado de disfuncéo endotelial e vaso-ocluséo;

2. Pacientes que apresentaram concentragdes séricas elevadas de &cido Urico
apresentaram também niveis séricos elevados de VCAM-1s, indicando uma possivel
participagdo conjunta dessas moléculas no estado inflamat6rio exibido por esses
pacientes;

3. Os niveis da citocina TNF-a estao associados com a elevagdo dos niveis de VCAM-
1s, IL-1B e IL-10 nos pacientes em crise, quando comparados com 0s pacientes no
estado estavel, evidenciando assim a influéncia dessas citocinas no quadro inflamatorio
agudo apresentado por esses pacientes;

4. Os pacientes HbSS que apresentaram niveis elevados das citocinas 1L12 e IL8
tiveram risco maior para o desenvolvimento de crise algica, indicando assim que estas
citocinas estdo extremamente relacionadas com os processos dolorosos nestes pacientes;
5. Os pacientes HbSS em crise apresentaram niveis mais elevados para a AST e LDH
guando comparados aos pacientes HbSS no estado estavel, sendo que a presenca
elevada desses marcadores confirma o perfil hemolitico caracteristico de pacientes com
DF;

6. Os niveis de colesterol total, HDL-c e LDL-c foram menores nos pacientes HbSS em
crise e quando avaliado o perfil inflamatdrio, com excegéo do &cido urico e IL-12, todas

as citocinas investigadas estiveram aumentadas nestes pacientes;
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7. O parametro triglicerideos foi considerado neste estudo como um fator protetor para o
desenvolvimento de infeccdo nos 31 pacientes HbSS avaliados;

8. Foi verificado que os pacientes que apresentaram niveis menores do que a média de
HDL-c tiveram risco de 11,6 vezes maior de desenvolver vaso-oclusdo, quando
comparado aos pacientes que apresentaram niveis elevados desse marcador,
evidenciando assim que o HDLc apresenta propriedades antinflamatorias e

antihemoliticas.
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‘{i““""““—};f‘hu;“’ ANEMIA FALCIFORME EM CRISE VASO-OCLUSIVA
TS {.}f’

UFBA L. . Lo FIOCRUZ
Questionario Epidemioldgico

ssds)
| AVALIACAO DE BIOMARCADORES DE RISCO EM PACIENTES COM M

Nome: {NOME} Sigla: {sig} Telefone: ()

Endereco:

Registro; {REG} N° Pront. HEMOBA: {PRON} Data de Nasc.: / /
Idade: {I} Género: {GENER} () Masculino [0] () Feminino [1]

01. Qual asua cor? {cor} ( ) Branca[0] () Negra[1] () Parda[?] () Amarela3] () Indigena[4]

02. Vocé estuda? {EST} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
03.  Nivel de escolaridade: {NESC} () Alfabetiz.[0] () Ated4FM[1] () At8FM[2] () Até3MD[3]
() Ténico [4] () Superior incompleto [5] () Superior completo [6]
04.  Numero de irmaos:{NIRM} () 0]0] () 11[1] () 2[2] () 31[3] () 4ou+[4]
05.  Familiares com DF? {FDFALC} () Nenhum[0] () Pai[l] () Mael[2] () Irméo[3]
06. Idade primeira menstruacdo: {IPM} () N&o menst.[0] () 09-11]1] () 12-14[2] () 15-17[3]
07. Jaengravidou? {ENGRA} ( ) NAOI0] () SIM[1]
08. Estagravida? {GRA} ( ) NAOI0] ( ) SIM [1]
09. Usa anticoncepcional? {ANTICO} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
10.  Menstruagdo é regular? {MREG} ( ) NAO[0] () SIM [1]
11. Idade do 1° diagnéstico de Doenca () <6m]jo0] () 6m-4anos[1] () 5-9anos[2]
Falciforme: {ID} ( ) 10 - 14anos [3] () 15-17anos[4]  ( ) > 17 anos [5]
12.  Eletroforese de Hb {EHB} () AA[0] () SS[1] () Ssc[z2] () SB+[3] () SBg[4]
() SD[3]
13.  Haplétipo () Sen[0] () Car[1] () Ben[2] () Cam[3] () Sau-Ara[4]
{HAPL} () Atip[5] () 6] () i () m
14. Talassemia {TAL} () Negativo[0] ( ) Hetero3.7[1] ( ) Homo 3.7[2]
() Hetero4.2[3] ( ) Homo 4.2[4]
15. Jaesteve internado? {INTER} ( ) NAO[0] () SIM [1]
Se SIM, quantas vezes? {QINTER} () 1[0] () 2511] () 6-10[2] () 1lou+([3]
Qual especialidade? {ESPEC} ( ) Cardiologia [0] ( ) Oftalmologia[1] ( ) Neurologia [2]
() Infectologia [3] ( ) Pneumologia [4] () Cirurgia[5]
() Angiologia [6] () Nefrologia[7] () Clinicada Dor [8]
() Outras[9]
16. Jateve pneumonia? {PNEU} () NAOI[0] () SIM[1]
Se SIM, quantas vezes? {QPNEU} () 1[0] () 2-3[1] () 4-6[2] () Tou+]3]
Se SIM, teve febre? {FEBRE} () NAO|[0] () SIMI[1]
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17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

Anormalidade no RX? {ARX} ( ) NAO[0] () SIMI1]

Quando internado, usou medicacdo? {MPNEU} () NAOI0] () SIMI1]

Quais?

{DESCMPNEU}

Teve ou tem esplenomegalia? {ESPLE} ( ) NAO|0] () SIMI[1]

Em que periodo? {PERIOESPLE} ( )<6m[0]( )6m-lano[1] ( )2-3a[2]( )4-5a[3]( )>6al[4]

Teve crise de seqtiestro esplénico? {SEQESPLE} ( ) NAO|[0] () SIM[1]

Se SIM, quantas vezes? {QSEQESPLE}

Faz uso profilatico de Penicilina? {PROP} ( ) NAO[0] () SIM[1]

Se SIM, qual? {QPEN} () PenicilinaV oral [0] () Penicilina benzatina [1]

Se Sim, ha quanto tempo? {QTPEN} () atélano[0] () +delanoad3anos[1]
() +3anosabanos[2] () +5anosa7anos[3]
() +de7anos[4]

Jateve AVC? {AVC} ( ) NAO|[0] () SIM[1]

Se SIM, quantas vezes? {QAVC} () 1]0] () 2[1] () 3[2 () 4ou+[3]

Se SIM, seqielas do AVC? {SEQAVC} ( ) NAO|[0] () SIM[1]

Ja fez ressonancia magnética? {RESSOMAG} ( ) NAOJ0] () SIM[1]

Alguma alteracdo? {ALTRESSOMAG} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
Esplectomizado? {ESPLECTO} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
Esplenectomia: {TIPOESPLECTO} () Total[0] () Parcial [1]
Apresenta asma? {ASMA} ( ) NAO|0] () SIM[1]
Se SIM, quantas crises nos Ultimos 06 meses? {QASMA} () O0[0] () 1-3[1] () 4-7[2] () 8out[3]
Faz uso regular de nebuliza¢cdo?{NEBU} ( ) [O0]INAO () SIM[1]
Tem crises de dor? {CRISDOR} ( ) [0]NAO () SIM[1]
Se SIM, quantas crises nos dltimos 06 meses? {QCRISDOR} () 0[0] () 1-3[1] () 4-72] () 8out[3]
Quando foi a Gltima crise? {ULTCRISDOR} () <1més][0] () 1-3m[1] () 4mou+[2]
Usa medicacgéo para a dor? {MDOR} ( ) NAOJ0] () SIMI1]
Prescrita por um médico? {PRESMDOR} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Assistido por especialista em dor? {ESPECDOR} ( ) NAOJ0] () SIM[1]
Faz tratamento com hidroxiuréia? {HIDROXI} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Faz uso de alguma medica¢do? {MEDIC} ( ) NAO[0] () SIM[1]
Se SIM, qual? {DESCMEDIC}
Com que frequéncia? {FREQMEDIC} () Diario [0] () Dias alternados[1] () Semanal[2]
() Quinzenal[3] ( ) Mensal [4] ( ) Bimestral[5] ( ) Semestral [6]
Vaso-Ocuséo: {VO} ( ) NAOJ[0] () SIMI1] Quantas vezes? {QVO}
Fez uso de alguma medicacdo? {MVO} () NAOJ[0] () SIM[1]
Retinopatia: {RETIN} ( ) NAO[1] () SIM[2]
Se SIM, fez uso de alguma medicacdo? {MRETIN} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
Faz consultas periédicas com oftalmo? {CONSOFTAL} ( ) NAOI0] () SIM[1]
InfeccBes: {INFEC} ( ) NAO[0] () SIM[1]
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.
36.
37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

Quais? {DESCINFEC} () Rinite [0] () Sinusite [1] () Otite[2]

() Faringite [3] () Amigdalite [4] () Outros [5]
Fez uso de alguma medica¢do? {MINFEC} () SIM[O0] () NAO [1]
Priapismo: {PRIAP} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
N° de vezes: {QPRIAP} () Até4]0] () 05-09[1] () 10ou+[2]
Fez uso de alguma medica¢do? {MPRIAP} ( ) NAO|[0] () SIM[1]
Ulcera maleolar: () NAOI0] () SIM[1]  Quantas vezes? {QULCMALEO}
{ULCMALEO}
Idade da primeira Glcera: {IDULC} () Até4danos[0] () 5-9][1] () 10ou+[2]
Tratou a Ulcera? {TRATULC} () NAO [0] () SIM [1]
Qual tratamento? {QUALTRAT}
Sindrome toraxica aguda: {SDTOR} () NAO[0] () SIM [1]
Quantas vezes? {QSDTOR} () Até 2 [0] () 03-05[1] () 06ou+([2]
Alteragdes 6sseas: {ALTOSSEA} ( ) NAOI(] () SIM[1]
Quais? {DESCALTOSSEA}
Insuficiéncia Renal Aguda: {INSRENAG} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
Quantas vezes? {QINSRENAG} () Ate2]0] () 03-05[1] () O6ou+|2]
Insuficiéncia Renal Crdnica: {INSRENCRO} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
Idade diagnostico: {IDINSRENCRO} ( ) Até5anos[0] () 06-11]1] () 12o0u+[2]
Alterac@es cardiacas: {INSCARD} () NAOI0] () SIM[1] ( ) Nuncafoi[2]
Qual alteracdo? {QUALALTCA}
Idade diagnostico: {IDINSCARD} () Até5anos[0] () 06-11[1] () 120u+[2]
Fez eletrocardiograma? {ELETRO} ( ) NAO|[0] () SIM[1]
Fez ecocardiograma? {ECOCARD} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
Seqiestro hepatico: {SEQHEP} ( ) NAOI[0] () SIMJ[1] Quantas vezes? {QSEQHEP}
Insuficiéncia respiratéria: {INSRESP} ( ) NAOJ0] () SIMJ[1] Quantas vezes? {QINSRESP}
Distlrbio do sono? {DISTSONO} ( ) NAOI[0] () SIMI1]
Litiase biliar: {LITIBILI} () NAO|[0] () SIM[1] Quantas vezes? {QLITIBILI} .
Cirurgia: {CIRURG} ( ) NAO|[0] () SIM[1]
Quiais?
{QUALCIRURG}
Se SIM, fez uso de profilaxia antibiética? {PROFANTIB} ( ) NAOI[0] () SIMI[1]
Completou o calendario vacinal? {CALVAC} ( ) NAOI[0] () SIMI[1]
Fez uso das seguintes vacinas? {USOVAC} () T7valente[0] () 23valente [1]
( ) Meningo [2] ( ) Haemophilus [3]
Faz uso de hemoderivados? {HEMODER} () NAOI[0] () SIMI[1]
Se SIM, quantas vezes ao ano? {QHEMODER}
Possui outra patologia? {PATOLOG} ( ) NAO[0] () SIM [1]
Quais? {DESCPATOLOG} () Hipertensdo [0] () Diabetes[1] () Obesidade [2] () Outras[3]
Vocé trabalha? {TRAB} ( ) NAOI[0] () SIM[1]
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44,
45.

46.

47.

48.

50.

Tipo de profissdo: {QTRAB}

Se SIM, manipula alguma substancia quimica? {SUBQUIM}
Qual? {QSUBQUIM}
Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE}
Pratica esportes? {ESPOR}

Faz uso de bebida alcodlica? {BEBE}

Se SIM, que frequéncia? {FREQBEBE}

() NAOI0]
Freqiiéncia ? {FREQSUBQUI}

(
(
(

)
)
)

NAO [0]
NAO [0]
NAO [0]

Vocé fuma? {FUMA}
Se SIM, que frequéncia? {FREQFUMA}

() NAOI0]

(

)

SIM [1]

Faz uso de alguma droga? {DROGA}
Em caso de SIM, que frequéncia? {FREQDROGA}

Nome do pai:

(

)

NAO [0]

(

(
(
(

SIM [1]

SIM [1]
SIM [1]
SIM [1]

SIM [1]

Nome da mae:

Nome irméa(o):

Local de atendimento:
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