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CITOCINAS E ASSOCIACAO COM EVENTOS CLINICOS NA ANEMIA FALCIFORME
CYTOKINES AND CLINICAL EVENTS IN THE SICKLE CELL ANEMIA

Wendell Vilas Boas, Bruno A. V. Cerqueira, Angela A. D. Zanette, Mitermayer G. Reis, Marilda S. Goncalves
Laboratério de Patologia e Biologia Molecular, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Funda¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) -
Salvador, Bahia, Brasil; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Bahia, Brasil; Fundag¢do de Hematologia e Hemoterapia
do Estado da Bahia (HEMOBA),Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas, Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia, Brasil

A expressao de citocinas pode exercer papel fundamental no quadro clinico apresentado por individuos com anemia
falciforme (AF), uma vez que pode ter efeito sobre o endotélio vascular e na expressdo de moléculas de ades&o,
fendmenos importantes na patogénese da doenca. O objetivo deste trabalho foi investigar niveis de citocinas IL-4,
IL-17, I1L-18, IL-23 e TGF-beta e associa¢des com os eventos clinicos presentes na AF. A casuistica foi composta por 51
pacientes com AF e as dosagens de citocinas foram realizadas pelo método de ELISA; os dados clinicos foram
coletados por consulta aos prontudrios médicos. A andlise de correlacdo mostrou que os pacientes com eventos de
sequestro esplénico possuiam niveis diminuidos da citocina IL-18 (p=0,032). As demais citocinas ndo apresentaram
diferencas quanto aos eventos clinicos apresentados por esse grupo de pacientes. Os eventos de sequestro esplénico
podem influenciar na retirada do baco em pacientes com AF, comprometendo os mecanismos de defesa contra
microorganismos, aumentando a susceptibilidade as infecgdes e, consequentemente, influenciando na producéo de
citocinas.
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The expression of cytokines can develop fundamental role in the clinical characteristics presented by individuals with sickle cell
anemia (SCA), since it can affect vascular endothelium and in the adhesion molecules expression, important phenomena in the
pathogenesis of the illness. The objective of this work was investigates levels of cytokines IL-4, IL-17, IL-18, IL-23 and TGF-beta,
associating with the clinical events presented by SCA patients. Our casuistic was composed by 51 SCA patients and cytokines
measurement was carried out by ELISA; clinical data were collected by medical register. The analysis of correlation showed that
the patients with splenic sequestration events had decreased levels of the IL-18 (p=0.032). The others cytokines did not present
differences as regards the clinical events presented by this group of patients. The events of splenic sequestration can influence in
the splenectomy in patients with SCA, committing the mechanisms of defense against microorganisms, increasing the sensitivity
to the infections and, consequently, influencing in the output of cytokines.
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A anemiafalciforme (AF) é uma doenca resultante da
homozigose de mutacdo pontual no sexto codon do gene da
globina-beta, que leva a substituicdo de residuo de &cido
glutémico por valina na proteina®. Os portadores dessa
anemia possuem quadro clinico heterogéneo, com retardo no
crescimento, desenvolvimento e alteracBes multiplas nos
diversos 6rgéos ou tecidos (cardiaco, renal, pulmonar, cerebral,
esquel ético e hepético) provenientes da hemdlise continua e
dos fendbmenos de vaso-oclusdo, além do aumento da
susceptibilidade a infec¢Bes favorecido pela asplenia
funcional que ocorre progressivamente, dificultando a
opsonizacao de bactérias encapsuladas™. A gravidade clinica
na AF é bastante variavel entre os pacientes, sendo
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encontradosindividuos com gravidade clinicaintermedi&riaa
grave®. A AF é caracterizada por quadro inflamat6rio crénico,
apresentando contagem elevada de leucécitos, ativagéo
anormal de granulécitos, mondcitos e células endoteliais e
elevacdo nos niveis de mediadores inflamatorios. A adesdo
deleucdcitos ao endotélio pode, por si SO, promover 0 evento
de vaso-oclusdo. Esses leucocitos aderentes podem ser
responsaveis pela ligacdo a moléculas na superficie dos
eritracitos e posterior retencdo dessas células vermelhas no
vaso, sugerindo umaassociacao diretaeindiretano processo
vaso-oclusivo®?,

O endotélio é também adversamente afetado na AF e
pode contribuir para a vaso-oclusdo. Os danos frequentes ao
endotélio pelos eritracitos faciformes, citocinas e sobrecarga
de ferro sdo fatores que podem ativar o endotélio vascular,
comprometendo a integridade do vaso e promovendo tanto
adesdo de células vermel has quanto de leucécitos ao endotélio
do vaso®. A expressao de citocinas pode ter papel
fundamental no quadro clinico apresentado pelos pacientes
com AF e os efeitos dessas citocinas sobre o endotélio
vascular e expressdo de moléculas de adesdo tém sido
considerado como tema relevante® 19,
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Neste trabalho, nés investigamos o papel de citocinas
como IL-4, 1L-17,1L-18, IL-23 e TGF-beta e sua associacdo
com 0s principais eventos clinicos presentes nos casos
estudados portadores de AF.

Material e Métodos
Casuistica

Foram incluidos no estudo, 53 pacientes portadores de
anemia falciforme (Hb SS) provenientes da Fundagéo de
Hematologiae HemoterapiadaBahia—HEMOBA. Todos 0s
pacientes apresentavam estado estavel da doenca e sem
histéria de terapiatransfusional nos Ultimos seis meses. Este
estudo foi aprovado pelo Comité em Pesquisa com Seres
humanos da Fundagéo Oswa do Cruz (CAAE 0013.1.225.000-
07) e estéd em acordo com a declaracéo de Helsinki de 1972.
Todos osindividuos ou seus responsaveis assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, concordando em
participar do estudo.

Quantificacdo das citocinas

A quantificaco dascitocinas|L-4, IL-17,IL-18,IL-23e
TGF-beta foi realizada utilizando os kit Cytokine ELISA
OptEIA paracadacitocina (BD Pharmingen, San Diego, CA,
USA).

Dados clinicos dos pacientes
A coletados dados clinicosfoi feitaatravés da consulta
dos prontuarios médicos dos pacientes.

Andlise estatistica

A distribuicdo dasvariaveisquantitativasfoi determinada
utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. OstestesANOVA ou
Kruskal-Wal foram utilizados nacomparag@o dasmédiasentre
0S grupos, para varidveis com distribuicdo normal ou néo,
respectivamente. Os valores de p foram considerados
significativos quando menores que 0,05. Os dados foram
analizados utilizando o programa Prism 5.01 (Graphpad
Software, San Diego, CA, USA).

Resultados
Eventos clinicos

Entre as complicac@es clinicas mais frequentemente
observadas nos pacientes estavam as crises dolorosas,
presentes em 96,1% dos pacientes e as infeccdes em 56,9%.
Os principais eventos clinicos observados nos pacientes com
AF estéo representados na Tabela 1.

A citocina IL-18 esta associada a eventos de sequestro
esplénico nos pacientes

A investigacdo dos niveis de citocinas e sua associagdo
com dados clinicos em pacientes com AF mostrou associagao
com eventos de sequestro esplénico entre o0s pacientes com
AF (p=0,032). A partir desta andlise, foi verificado que os
pacientes com eventos de sequestro esplénico possuiam
niveisdiminuidos de|L-18 em comparagdo com os pacientes
gue ndo apresentaram tal evento (Grafico 1).

Tabela 1. Frequéncia dos eventos clinicos apresentados nos
51 pacientes estudados com anemiafalciforme.

Eventos Clinicos n (%)
Crises de dor 49 (96,1)
Infeccéio 29 (56,9)
Pneumonia 18 (35,3)
UlceradePerna 13 (25,5)
Coldlitiase 10 (19,6)
Sequestro esplénico 9 (17,6)
Sindrometoréacicaaguda 6 (11,8)
Priapismo 4 (7,8)
Retinopatia 2(39)
Acidentevascular cerebral 2(39)

Grafico 1. NiveisdacitocinalL-18 em pacientescom auséncia
ou presenca do evento de sequestro esplénico.
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Asandlisesdascitocinas|IL-4, IL-17, IL-23 e TGF-beta
ndo apresentaram diferencas na associacdo com 0s eventos
clinicos observados nos pacientes com AF.

Discussdo

O evento de sequestro esplénico é caracterizado pelo
aumento no tamanho do baco de forma aguda, niveis
diminuidos de hemoglobinae quadro febril, podendo ocorrer
em 10 a30% dosindividuos comAF, sendo maiscomum entre
0S seis meses a trés anos de vida. Esses eventos de forma
grave podem progredir rapidamente, levando o individuo ao
guadro de choque e morte, por isso requer aesplenectomiade
urgéncia na maioria dos casos®”. Os casos deste estudo
haviam sido previamente esplenectomizados.

Neste estudo foi observada reducéo nos niveis da
citocina IL-18 nos pacientes com ocorréncia do evento de
sequestro esplénico. A citocina IL-18 é conhecida pela sua
importancianainducdo ao IFN-anapresencadelL-12, além
deaumentar aproducdo decitocinas Th2, taiscomo IL-4, |L-
5elL-13 embastfilos, célulasCD4 e NK invitro“®,

O bago exerceimportante funcéo nadefesado organismo
contra infeccbes e a retirada desse 6rgédo leva ao
comprometimento da producdo de citocinas Th1®® e pode
diminuir acapaci dade do organismo no combate acertostipos
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