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RESUMO

Titulo: Perfil oxidativo e bioquimico em pacientes que apresentam anemia falciforme
ou traco falciforme

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenga autossbmica recessiva e, dentre as
hemoglobinopatias, € a mais comum das alteragbes hematologicas hereditarias
conhecidas no homem. Sua distribuicdo € ampla, abrangendo todos os continentes. AF foi
a primeira doenga caracterizada em nivel molecular. E causada por uma mutagdo no gene
beta da globina, produzindo uma alteragdo estrutural na molécula. No gene da globina
beta S, ha a substituigdo de uma base nitrogenada do cédon GAG para GTG, resultando
na substituicdo do acido glutdmico (Glu) pela valina (Val) na posicdo numero seis da
globina beta. Essa troca dos aminoacidos que resulta na HbS, altera estruturalmente a
molécula e, sob determinadas condigdes, ocorre a polimerizagdo, trazendo graves
consequéncias ao individuo sintomatico. As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem
causar profundas lesdes em eritrocitos, diminuindo seu periodo de vida util, em especial
nos pacientes com AF. Acredita-se que, os eritrocitos falcizados estejam sob constante
estresse oxidativo e, assim, liberem produtos de degradagédo da HbS, contribuindo para a
progressdo da doenga. Dessa forma, o dano oxidativo agrava a fisiopatologia dos doentes
falciformes. Utilizando técnica espectrofotométrica, foram determinadas as atividades das
enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e superdxido
dismutase (SOD) e quantificada a glutationa total (GSH) nos eritrécitos dos pacientes.
Também determinou-se o dano oxidativo nas proteinas plasmaticas e no hemolisado
celular pelo método do carbonil a 360 nm. Os niveis da peroxidagao lipidica (MDA) e da
vitamina C foram determinados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
Quantificou-se, por fim, os niveis de proteina C reativa ultra-sensivel (CRPus) por técnica
turbidimétrica. Os participantes da pesquisa (30 HbAA, 28 HbAS e 20 HbSS) foram
selecionados junto ao Centro de Apoio do Portador de Anemia Falciforme (CAPAF/RS)
e/ou cadastrados no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia (UFRGS). Os
doentes falciformes foram identificados por HPLC e confirmados por estudo molecular,
utilizando a reagédo da polimerase em cadeia (PCR). Todos os individuos assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido e foram submetidos a um questionario
nutricional. Os dados obtidos foram expressos como médias + desvio padrao e analisados
utilizando-se o Teste ANOVA de uma via com posterior teste ad hoc. Os resultados do
trabalho mostram que os individuos traco falciforme (HbAS) apresentam atividade
significativamente elevada da CAT em relagédo aos individuos controle. Por outro lado, os
doentes falciformes possuem maior atividade da GPx e SOD. O nivel de GSH foi
proporcionalmente maior nos HbSS seguido dos HbAS e HbAA. Observamos também,
dano oxidativo em proteinas plasmaticas, mas ndo no hemolisado celular. Os HbSS
possuem dano oxidativo em proteinas plasmaticas significativamente maior que nos
demais grupos. Um aumento significativo da produgao de MDA no soro dos HbSS foi
observado, como um indicativo do aumento da auto-oxidagao dos lipidios sob condi¢des
de estresse oxidativo. Os niveis séricos da vitamina C foram significativamente maiores
nos HbSS que nos individuos controle. A CRPus apresentou-se significativamente elevada
nos HbSS em relacdo aos HbAA. Esses resultados reforcam a idéia de que os pacientes
com AF estdo sujeitos a um estresse oxidativo crénico, o que contribui para a progressao
das complicagbes dessa anemia hemolitica. Ja, os individuos traco possuem elevada
atividade das defesas antioxidantes capazes de reduzir o dano oxidativo em biomoléculas
como proteinas e lipidios.

Palavras chave: radicais livres, anemia falciforme, trago falciforme, dano oxidativo,
carbonil, MDA.
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ABSTRACT

Title: Oxidative and biochemistry profile in sickle cell trait subjects and sickle cell
anaemia patients

Sickle cell anaemia (SCA) is an autossomal recessive disease and, among the
hemoglobinopaties, is the most common of the known hereditary hematologic alterations in
man. Its distribution is ample, enclosing all the continents. Sickle cell anaemia (SCA) was
the first disease to be characterized on the molecular level. It is basically a red blood cell
(RBC) disorder in which the gene encoding the human -globin subunit presents a mutation
with the resulting replacement of 6 glutamic acid (Glu) by valine (Val). This exchange of
the amino acids that results in the HbS modifies the molecule structurally, and under
determined conditions, the polymeration occurs, bringing serious consequences to the
symptomatic individual. The reactive oxygen species (ROS) can cause deep injuries in
erythrocytes, diminishing its period of useful life, specially in patients with sickle cell
anaemia. Sickled erythrocytes are under constant oxidative stress and thus liberate
products of degradation of the HbS, contributing for the progression of the disease.
Because of the oxidative damage aggravates the pathophysiology of sickle cell patients.
Using spectrophotometrically technique, catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
superoxide dismutase (SOD), were determined the activities of antioxidant enzymes and
total glutathione (GSH) quantified in the erythrocytes of the patients. We also determined
oxidative damage of plasma proteins and in hemolysate using carbonyl assay at 360 nm.
The levels of lipid peroxidation (MDA) and vitamin C were determined by high-performance
liquid chromatography (HPLC). Finally, we quantified the levels of high sensitivity C-
reactive protein (hsCRP) using turbidimetry technique. The participants of the research (30
HbAA, 28 HbAS and 20 HbSS) were selected from Centro de Apoio ao Portador de
Anemia Falciforme (CAPAF/RS) and/or registered in cadastre in Laboratério de
Hematologia da Faculdade de Farmacia (UFRGS). Sickle cell patients had been identified
by HPLC and confirmed by molecular study, using the polymerase chain reaction
amplification (PCR). All individuals signed the term of free and clarified assent and were
submitted to a nutricional questionnaire. Data were expressed as average +SD and
analyzed using ANOVA test of one way via with the post ad hoc test. Results show that
sickle cell trait subjects (HbAS) had significantly high activity of CAT when compared to
healthy controls. On the other hand, sickle cell patients had greater activity of GPx and
SOD. The GSH levels was proportionally higher in the followed HbSS of the HbAS and
HbAA. We also observe oxidative damage in plasma proteins, but not in the cellular
hemolysate. HbSS have significantly higher oxidative damage in plasma proteins than
other groups. A significant increasing of the production of MDA in the serum of the HbSS
was observed as an indicative of the increasing of the auto-oxidation of the lipids under
oxidative estress. Serum vitamin C levels in HbSS were significantly higher than healthy
control. The hsCRP was presented significantly higher in HbSS than HbAA. These results
reinforce the idea that patients with SCA are subjected to chronic oxidative stress, that
contributes for the progression of this hemolytic anaemia. On the other hand, sickle cell trait
subjects have higher antioxidant defenses that are able to reduce oxidative damage in
biological macromolecules such as proteins and lipids.

Key words: free radicals, sickle cell anaemia, sickle cell trait subjects, oxidative
damage, carbonyl, MDA.
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INTRODUCAO

1. A Hemoglobina (Hb)

1.1 Estrutura e funcéo da Hb

A hemoglobina (Hb) é uma proteina de estrutura globular e quaternaria
composta por quatro cadeias polipeptidicas, ou cadeias globinicas — que
variam muito geneticamente — e um grupo prostético (o grupo heme), formado
por quatro nucleos pirrdlicos, que estdo unidos entre si por radicais metanilicos
(—CH=), contendo ferro (Figura 1) (Perutz et al., 1960; Steinberg & Brugnara,
2003).

As cadeias globinicas tém sido agrupadas conforme suas similaridades
genéticas e estruturais considerando-se a sintese multigénica especifica para
cadeias do tipo alfa (a) e beta (B). A multigenicidade das cadeias globinicas do
tipo a se deve a presenca de dois genes especificos para produzir globina a e
outro gene também especifico para gerar a globina zeta (), todos no
cromossomo 16. As cadeias de globina do tipo B s&o sintetizadas por genes
unitarios e exclusivos para globinas B, delta (5), gama (y) e épsilon (g), todos
localizados no cromossomo 11 (Wagener et al., 2001; Okpala, 2004).

A molécula de hemoglobina é, portanto, um tetramero de cadeias de
globina formado por duas cadeias de globina do tipo a e duas do tipo B
dispostas aos pares (Naoum, 1996; Steinberg & Brugnara, 2003).

A hemoglobina (Hb) € uma proteina presente no interior dos eritrécitos
dos mamiferos e tem como principal fungédo o transporte de oxigénio (O;) dos
pulmdes até os tecidos. Esse transporte esta baseado na capacidade dos seus
atomos de ferro se combinarem reversivelmente com o oxigénio molecular e ao
movimento de suas subunidades (Naoum, 1996; Wagener et al., 2001;
Steinberg & Brugnara, 2003; Okpala, 2004). Mudangas conformacionais na
molécula de Hb regulam sua interagdo com o oxigénio, hidrogénio, didxido de
carbono (CO;) e 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). Desse modo, quando a Hb

estd desoxigenada, ions hidrogénio determinam a formagao de pontes de sais
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entre as diferentes cadeias e a ligacdo do CO; e 2,3-DPG as cadeias beta.
Com a oxigenagao da hemacia, estas pontes de sais se rompem e as cadeias
beta expelem o CO; e 2,3-DPG, aumentando a afinidade da Hb pelo oxigénio,
de modo a criar uma curva sigmoide de dissociagdo do oxigénio. Alteragdes
genéticas que ocorrem na molécula de Hb, como a substituicdo de
aminoacidos nas cadeias da globina, podem alterar a afinidade da Hb pelo
oxigénio, deixando a molécula de Hb instavel e sujeita a desnaturagdo (Naoum,
1996).
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Figura 1. Estrutura do heme (Reproduzido de Kumar & Bandyopadhyay, 2005).

1.2 Ontogenia

Na espécie humana, as primeiras moléculas de hemoglobinas
embrionarias sao produzidas nas ilhotas sanguineas que se desenvolvem no
saco vitelinico, precedendo o desenvolvimento da circulagdo sanguinea e
estabelecendo as trocas gasosas realizadas através da placenta (Perutz,
1968).

A sintese dos diferentes tipos de hemoglobinas embrionarias, fetal e
adulta obedece a um rigido controle genético, envolvendo os genes tipo alfa do
cromossomo 16 e os do tipo beta do cromossomo 11. As expressdes desses
genes podem ser avaliadas relacionando-as com o periodo do
desenvolvimento embrionario e fetal (Stamatoyannopoulos, 2005). Dessa

forma, os diferentes tipos de hemoglobinas embrionarias sdo sintetizadas,
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gradativamente, até atingirem suas concentragbes maximas especificas. A
partir desse estagio de producgéo, inicia-se a diminuicdo de suas sinteses,
dando lugar a elaboragdo da hemoglobina fetal e, a seguir, das hemoglobinas
A e Az (Naoum, 1996).

O primeiro tetramero hemoglobinico, predominante nas quatro semanas
iniciais do periodo embrionario, € composto por pares de dimeros de cadeias
zeta e épsilon (&2¢2) que formam a Hb Gower-1. Outras duas hemoglobinas
embrionarias, presentes até a 12% semana, sdo compostas por dois pares de
zeta e gama ((&2y2) e alfa e épsilon (oze2), que constituem as hemoglobinas
Portland e Gower-2, respectivamente. Ao término desse periodo nao ocorre
mais sintese das hemoglobinas embrionarias, predominando nessa fase a
hemoglobina fetal (ayy2), cuja produgdo tem inicio na quarta semana de
gestacdo com aumento do seu nivel quantitativo progressivo ao
desenvolvimento fetal. A hemoglobina A, composta por dimeros de cadeias alfa
e beta (azB2) é sintetizada a partir da 10° semana e se mantém em
concentragbes proximas a 10% até o nascimento. A partir deste, passa a
aumentar até que, no sexto més de vida pds-natal, constitui aproximadamente
97% do conteudo total de hemoglobina do individuo. A hemoglobina A,, por
sua vez, formada por cadeias alfa e delta (0206,), comega a ser sintetizada na
25% semana em concentragdes reduzidas que permanecem até o nascimento,
aumentando lentamente até se estabilizarem no sexto més de vida quando
atinge 2 a 3%, que corresponde ao conteudo hemoglobinico de A, do adulto
(Steinberg, 1994; Naoum, 1996; Eaton, 2003).

1.3 Hemoglobina normal

A hemoglobina A, ou HbA, é o tipo predominante entre as hemoglobinas
normais, e sua estrutura apresenta dimensées de 50X55X64 nm, com peso
molecular de 64.458 Da e 574 aminoacidos, possuindo as cadeias de globina
tipo alfa 141 aminoacidos e as do tipo beta totalizam 146 (Muirhead et al.,
1967; Perutz, 1968; Gibson & Ellory, 2002; Cesquini et al., 2003).

As cadeias alfa e beta sdo semelhantes em comprimento, estrutura

primaria e estrutura secundaria. Elas também se assemelham a mioglobina
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(proteina transportadora de oxigénio no musculo), mas esta possui apenas
uma cadeia polipeptidica. As semelhangcas na sequéncia dos aminoacidos e
estrutura terciaria sugerem que as moléculas de hemoglobina e da mioglobina
evoluiram a partir de um polipeptidio ancestral comum (Perutz, 1968; Gibson &
Ellory, 2002; Cesquini et al., 2003).

O tetramero da hemoglobina A tem um grupo sulfidrila (-=SH) na cadeia
alfa (cisteina 104) e dois na cadeia beta (cisteina 93 e 113). Somente o —SH da
cisteina 93 é reativo ao p-cloromercuribenzoato na hemoglobina nativa. Apesar
da existéncia de seis grupos —SH na hemoglobina ndo se formam, nesta
molécula, pontes de sulfeto nem intra nem intercadeias (Perutz et al., 1960).

A estabilidade da hemoglobina & dependente do arranjo estrutural que
ocorre entre as duas globinas do tipo alfa com as duas do tipo beta. A
conformagdo globular da molécula de Hb se deve a extensa disposi¢céo
helicoidal das globinas que representa 75% do total de sua estrutura. Estudos
utiizando a técnica de cristalografia de raios X, estabeleceram que cada
globina tem duas regiées bem especificas denominadas de superficies externa
e interna (Muirhead et al., 1967). A superficie externa é composta por
aminoacidos polares e hidrofilicos que entram em contato com o meio aquoso
circulante. A superficie interna é constituida por aminoacidos nao-polares e
hidrofobicos, que rejeitam a presenca da agua e, estruturalmente, representa
as regides dobradas da molécula, e também estabelece a protegdo do grupo
heme por meio da formagdo de uma bolsa totalmente impermeavel a agua
formada por aminoacidos apolares (Perutz, 1972; Perutz et al., 1999; Gibson &
Ellory, 2002; Cesquini et al., 2003).

1.4 Hemoglobinas variantes

Anormalidades genéticas podem dar origem a variantes estruturais de
hemoglobina, sendo que atualmente mais de 900 variantes foram descritas
(Vernon, 2004). As hemoglobinopatias constituem um grupo de doencgas
genéticas, caracterizadas por alteragdes na porgao globinica da molécula de
hemoglobina, com ampla distribuigdo mundial. Estas alteragbes podem ser
classificadas como estruturais e de sintese (Perutz & Mitchinson, 1950). As

alteracdes estruturais incluem a substituicdo, delecdo e insercdo de um ou
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mais aminoacidos, como também a fusdo de duas cadeias globinicas
diferentes causando a formacdo de uma hemoglobina anormal. As alteragdes
de sintese, as chamadas talassemias, caracterizam-se pela sintese reduzida
ou nula de um ou mais tipos de cadeias globinicas (Bunn, 1997). Ambas
modificagdes, resultam na formagdo de moléculas de hemoglobina com
caracteristicas bioquimicas alteradas em relagao as hemoglobinas normais e,
portanto, sdo denominadas de hemoglobinas variantes (Powars, 1991;
Steinberg, 1994). A hemoglobina variante de maior frequéncia mundial é a Hb
S (a2B®2), causada por uma mutagéo no gene beta da globina, produzindo uma
alteracao estrutural na molécula. No gene da globina beta S, ha a substituicéo
de uma base nitrogenada do coédon GAG para GTG, resultando na substituicéo
do acido glutamico (Glu) pela valina (Val) na posicdo numero seis da globina
beta. Essa troca dos aminoacidos que resulta na HbS altera estruturalmente a
molécula e, sob determinadas condi¢des, ocorre a polimerizacdo trazendo
graves consequéncias ao individuo sintomatico (Figura 2) (Wagener et al.,
2001).

As mutagbes que afetam o controle dos genes para a sintese
quantitativa das globinas sdo muito diversificadas. Em geral, essas mutag¢des
provocam um bloqueio da sintese de uma das globinas com intensidades
variaveis, ou até mesmo total. Nesses casos ocorrem desequilibrios do
conteudo entre as cadeias de globina, provocando consequéncias
fisiopatolégicas proporcionais ao desbalango ocorrido (Wagener et al., 2001).
Também podem ocorrer alteragdes na sintese do heme, causando efeitos na
sintese de porfirina, provocando o surgimento das porfirias e protoporfirias
eritropoiéticas. Essas modificagdes no grupo prostético sdo decorrentes de dois
processos: defeitos enzimaticos hereditarios e deficiéncia de ferro (Powars,
1991; Steinberg, 1994).
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Figura 2. Anemia Falciforme (esfregago do sangue perifértico). A — Menor aumento mostra
drepandcitos, anisocitose e poiquilocitose (40X). B — Maior aumento mostra uma célula

irreversivelmente falcizada no centro (100X) (Reproduzido de Frenette & Atweh, 2007).

1.5 Hemoglobinopatias
1.5.1 Origem e diferentes haplotipos do grupamento do gene beta

Dentre as alteracbes estruturais que podem ocorrer na molécula de
hemoglobina, a drepanocitose € a mais frequente. Sua distribuicdo € ampla,
abrangendo todos os continentes. Estima-se que 8% da populacédo africana
contém o gene p° (Pauling et al., 1949; Powars, 1991; Daudt et al., 2002).

A anemia falciforme (AF) € conhecida ha séculos por povos de diferentes
regides da Africa. Apesar de sua incidéncia prevalecer em individuos desta
regido, estudos populacionais tém demonstrado a presenca da HbS em
individuos descendentes de populacbes do Mediterraneo, Caribe, América
Central e Sul, Arabia e india. A AF no Brasil, especialmente nas regides norte,
nordeste e sudeste, é a doencga hereditaria de maior prevaléncia, estimando-se
0,1 a 0,3% da populagdo negroide, com tendéncia a atingir parcela cada vez
mais significativa da populagao, devido ao alto grau de miscigenagédo em nosso
pais (Azevedo, 1980; Bandeira et al., 1999; Silla, 1999). Isso indica que a
presenca da AF no Brasil foi decorrente da imigragcado de individuos originarios

principalmente do continente africano (Flint et al., 1993).
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Estudos antropoldgicos e andlises biomoleculares sugerem que o gene
anormal para a sintese da HbS surgiu entre os periodos Paleoliticos e
Mesolitico, aproximadamente entre 50 e 100 mil anos, nas regides centro-oeste
da Africa, india e leste da Asia. A causa que motivou a mutacdo espontanea do
gene da hemoglobina normal (HbA) para o gene da HbS ainda permanece
desconhecida, porém, admite-se que a origem da HbS foi multi-regional,
atingindo populagdes com diferentes caracteristicas genéticas (Naoum, 2000).

Alguns estudos realizados na década de 80 mostraram origens
independentes da mutagado nas células falciformes em diferentes regides da
Africa e Asia (Bortolini & Salzano, 1999; Salzano & Bortolini, 2002). Esses
trabalhos, apds analise do grupamento dos genes tipo beta do cromossomo 11
concluiram que ha, pelo menos, cinco tipos de HbS: SS-Benin, SS-Bantu, SS-
Senegal, SS-Camardes e SS-Arabe-indiano (Figura 3), todas com resultado
final da troca do acido glutdmico por valina, na posicdo 6 da globina beta.
Porém, cada uma delas apresenta diferentes extensdes de lesbes moleculares
ocorridas ao longo do agrupamento dos genes beta, delta, gama, e
pseudogene beta e épsilon (Searjeant, 1992; Sears, 1994).
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Figura 3. Distribuicdo dos diferentes haplétipos do grupamento do gene beta no continente
africano e asiatico (Adaptado de Kan & Dozy, 1980).
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Em cada uma das quatro regides da Africa e da Asia onde o gene p° é
altamente prevalente, o gene anormal estda associado com um haplétipo

diferente do cluster do gene beta (Zago et al., 1999).

O haploétipo Benin, originado na costa oeste Africana, alcanga o norte da
Africa (Argélia e Tunisia), oeste da Arabia e sul da Europa (Portugal, Silicia e
Grécia). Esta abrangéncia, provavelmente, ocorreu pelo contato com arabes do
norte da Africa, especialmente durante a expansao arabe entre os séculos VIII
e XlIIl. O haplétipo Bantu foi originalmente identificado na Republica da Africa
Central (por esta raz&o, € algumas vezes conhecido como haplétipo CAR) e
apos, em varias populagbes de lingua Bantu, em regides geograficas
separadas do sul da Africa. Os haplétipos Senegal e Camardes estéo restritos
a duas pequenas regibes geograficas. O haplétipo Arabe ocorre na india e
leste da Arabia, por esta razdo é chamado também de halétipo Indo-Arabe
(Zago et al., 1999).

Estudo realizado por Neto e colaboradores (2005) indicou que ha uma
predominéncia do haplétipo Benin, com frequéncia de 55,9% no estado do
Ceara, seguido do CAR com 41,2% e 2,9% para o haplétipo Senegal.

Assim, o estudo dos haplétipos pode ser utilizado com diferentes
objetivos: para a determinagédo da origem unicéntrica ou multicéntrica de uma
mutacao, para discriminar eventos epistaticos (quando outros genes interferem
na expressao fenotipica do gene mutante) e para definir o caminho de fluxo de
um gene especifico mutante. Quando os dados e informagdes estdo
suficientemente consolidados como no caso do cluster do gene (3 mutante,
entdo os hapldtipos podem ser uteis no estudo da origem e na evolugédo da
ragca humana (Figura 4) (Nagel & Ranney, 1990; Powars, 1991). A importancia
dos haplotipos da mutacdo B° na evolugéo clinica dos pacientes com AF foi
determinada através das observagdes quanto ao surgimento e a intensidade
das complicagdes de natureza organica e da curva de sobrevida dos pacientes,
sugerindo melhores prognosticos para os portadores dos haplotipos Senegal e
arabe-indiano (Asia) e pior evolugdo clinica para os pacientes portadores dos
haplétipos CAR e Benin (Powars, 1991).
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Figura 4. Principais haplotipos do complexo do gene BS, definidos pela agao de 13 enzimas de

restricdo (Reproduzido de Antonarakis, 1985).

1.5.2 Homo e heterozigose na Doencga Falciforme

1.5.2.1 Paciente falciforme (HbSS)

Doenca falciforme € um termo genético usado para determinar um grupo
de alteragbes genéticas caracterizadas pelo predominio de HbS. Essas
alteragdes incluem a anemia falciforme (AF), que é a forma homozigota da HbS
(Hb SS). A AF também pode ser denominada siclemia ou drepanocitose
(Okpala et al., 2002).

Relatos histdricos feitos por Vemon (2004) denotam que a AF foi descrita
pela primeira vez em 1910 por Herrick, que observou eritrocitos alongados e
em formato de foice na distensdo sanguinea de um estudante negro, originario
da Jamaica, que apresentava quadro anémico grave acompanhado de ictericia,
complicagdes pulmonares e ulceras de membros inferiores. Em 1922, o termo
AF foi utilizado por Mason, e em 1927, Hahn e Gillepsie descobriram que a
falcizagdo dos eritrécitos era dependente da baixa tensdo de oxigénio. Em
1947, Accioly, na Bahia, sugeriu que a falciformagdo ocorria como
consequéncia de uma heranga autossémica recessiva, sendo confirmada em
1949 por Neel e Beet, que definiram a doenga somente em estado homozigoto,
sendo os heterozigotos portadores assintomaticos (Neto & Pintombeira, 2003).

Linus Pauling e colaboradores (1949) por meio de técnicas de eletroforese
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identificaram a HbS, sendo assim os pioneiros no relato do que chamaram de
“‘doenca molecular”. Ingran, em 1956, utilizando a técnica de “fingerprint”
(eletroforese bidimensional, associada a cromatografia) demonstrou que a
sintese de HbS era ocasionada pela substituicdo do acido glutamico pela
valina, na posigédo 6 da cadeia -globina (Steinberg, 1996; Okpala et al., 2002;
Gomez-Chiari et al., 2003; Inigez et al., 2003; Vernon, 2004).

1.5.2.2 Tracgo falciforme (HbAS)

A heterozigose para hemoglobina S define uma situagao relativamente
comum, clinicamente benigna, em que o individuo apresenta as hemoglobinas
A e S (individuo AS, heterozigoto) (Naoum, 1996).

Sua prevaléncia varia enormemente nas diferentes regides do globo e
atinge valores maximos nos paises da Africa equatorial, Arabia, india, Turquia,
Grécia e Italia. Nos EUA, assim como no Brasil, analises de grande numero de
individuos da populagédo negra revelaram prevaléncias variaveis de 6,7% a
10,1%. O nivel de HbS também ¢é variavel nas diferentes populacdes e
usualmente esta abaixo de 45% (e sempre abaixo de 50%), com valores ainda
menores quando ha concomitédncia de talassemia alfa, condicdo genética
também comum nas diferentes populacdes oriundas da Africa. Os niveis de Hb
F estdo geralmente dentro da faixa da normalidade (Taylor et al., 2006).

O traco falciforme, portanto, caracteriza o portador assintomatico,
clinicamente normal (Taylor et al., 2006). Este ndo padece da doenga e nao
apresenta alteragbes hematolégicas. Os processos vaso-oclusivos sob
condigdes fisioldgicas normais inexistem, e, portanto, ndo ha mortalidade nem
morbidade seletivas. Geralmente, detecta-se o portador de HbAS em estudos
populacionais, ou andlise devido a presenga do gene da hemoglobina S em
algum membro da familia. Geneticamente, a condicdo heterozigota se deve a
heranga do gene da globina [33 por parte de um dos pais, juntamente com o
gene da globina B” proveniente do outro. Nessa condigdo, a concentracdo de
HbA é sempre mais elevada que HbS, e suas hemacias tém meia-vida
fisiologica normal e a falciformagé&o in vivo s6 ocorre nos casos dos individuos

portadores serem submetidos a: anestesia geral, infecgdes, véo em avido néo-
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pressurizado, exposi¢do a regides de grande altitude e excesso de esforgo
fisico (Steinberg, 1996).

Recentes estudos apontam que a hematuria microscopica € uma
complicagdo rara, porém descrita nesse grupo de individuos. Sua etiologia é
obscura e o quadro é geralmente auto-limitado, embora menos frequentemente
possa apresentar-se de forma grave. Outros trabalhos mostram que gestantes
heterozigotas para AF tém maior probabilidade de desenvolver bacteriuria
assintomatica, crises de cistite e pielonefrite do que gestantes HbAA
(Bencaiova et al., 2006; Thurman et al., 2006).

Bencaiova e colaboradores (2005) também mostraram que pacientes
com diabetes tipo 2 (DM2) associado ao trago falciforme tém maior risco em
desenvolver alteragdes micro e macrovasculares, contribuindo para a

progressao do DM2.

1.6 Alteracgdes Fisico-quimicas na Anemia Falciforme

1.6.1 Alteracdo molecular da HbS

A substituicdo da base nitrogenada do cédon GAG para GTG,
resultando na substituigho do acido glutdmico pela valina, provoca
modificagdes estruturais na molécula da hemoglobina, como citado

anteriormente.

A valina € um aminoacido neutro com ponto isoelétrico (pl) igual a 6 € o
acido glutamico é carregado negativamente (pl=2,8). Essa troca altera o pl da
HbS, tornando-a menos negativa, fato que resulta em uma mobilidade mais
lenta quando comparada com a HbA em eletroforese alcalina (pH 8 a 9). Além
disso, na HbA o acido glutamico da posi¢cdo seis da globina beta auxilia no
afastamento das moléculas desoxigenadas de hemoglobinas e a entrada da
valina nesta posicao favorece a polimerizacdo sob condigdes de baixo teor de
oxigénio. No estado oxigenado, a molécula de HbS esta “relaxada”, e nesta

conformacgao estrutural as globinas beta S estdo mais separadas. No estado
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desoxigenado, a molécula de HbS torna-se tensa e as globinas beta S ficam
mais proximas. Essa mudanca de conformagao favorece o contato entre as
regides da desoxiemoglobina, o que ndo é possivel no estado oxigenado. Por
meio da unido de varios tetrameros de HbS, forma-se um numero consideravel
de moléculas agregadas que geram longos polimeros que precipitam no
citoplasma, alterando a morfologia do eritrocito para a forma de foice (Figura 5).
Nesta etapa ha a mudancga do estado liquido e soluvel para o estado sdlido e
insoluvel, alterando-se a viscosidade da solugcdo e formando-se cristais de
HbS. Essa alteragao da solubilidade é a diferenca estrutural mais marcante sob
o ponto de vista patolégico da presenga da HbS (Nahavandi et al., 2004). A
polimerizagdo da HbS €& dependente da tensdo de oxigénio, concentragdo
intracelular da HbS, temperatura e associagdo com outras hemoglobinas e
talassemias (Steinberg & Rodgers, 2001; Nahavandi et al., 2004).
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Figura 5. Representacdo esquematica da fisiopatologia da Anemia Falciforme. A HbS ¢é o
resultado da troca de uma A por uma T no sexto cédon do gene da B - globina, conduzindo
para a substituicdo do acido glutdmico por valina. Na desoxigenacédo, a HbS forma polimeros,
causando falciza¢do dos eritrécitos € dano na sua membrana. Alguns eritrocitos aderem ao

endotélio, onde, consequlientemente levam a vaso-oclusao (Steinberg, 2006).
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1.6.2 Alteracao celular dos eritrécitos com HbS

A polimerizagdo da HbS deforma o eritrocito, fazendo com que a célula
perca seu formato discéide, tornando-se alongada com filamentos na sua

extremidade (Figura 5).

A sequéncia que causa a deformagao dos eritrécitos discoides em
falcizados altera a funcionalidade da bomba Na'/K*, com conseqiiente perda
de potassio e agua, tornando os eritrocitos mais densos e favorecendo o
aumento de polimeros de HbS. Ocorre também, a elevacdo da concentracio
intracelular de calcio, pela faléncia da bomba de Ca’'/ATPase e,
consequentemente, aumento da concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) da desoxi-HbS (Herrick, 1910; Wagener et al., 2001; Brugnara,
2003). Todas essas alteragbes diminuem a capacidade da permeabilidade
celular. A continua alteragdo da morfologia dos eritrocitos com HbS provoca
lesdes crénicas da membrana celular, a ponto do eritrocito tornar-se
irreversivelmente falcizado, acentuando os problemas ndo s6 em nivel celular
como também em nivel circulatério (Brugnara, 2003). Dentre as alteragdes da
membrana temos os seguintes eventos: rearranjo das proteinas espectrina-
actina, diminuicao de glicoproteinas, geracédo de radicais livres, externalizagao
da fosfatidilserina (Ren et al, 2006) e aceleracdo da apoptose, devido ao
aumento da atividade citosdlica de calcio (Ca**) (Lang et al., 2002; Yasin et al.,
2003).

No processo de falcizagdo em nivel celular, as células irreversivelmente
falcizadas nos homozigotos HbS (HbSS) representam entre 4 e 44% do total
dos eritrécitos. Assim, os eritrocitos irreversivelmente falcizados formam-se
logo apds sua liberagdo pela medula 6ssea e sdo rapidamente retirados da
circulagédo, 1/3 por hemodlise intravascular e 2/3 por fagocitose (Eaton &
Hofrichter, 1987; Eaton & Hofrichter,1990).
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1.6.2.1 Processo inflamatério na Anemia Falciforme

Pacientes com AF apresentam um certo estado de inflamacdo. As
reacdes inflamatdrias sdo uma resposta do organismo aos diferentes tipos de
agressao tecidual (quimica, fisica ou bioldgica), como as infec¢des virais,
bacterianas, parasitarias ou fungicas, e as agressdes fisicas, quimicas e
imunologicas (Ablij & Meinders, 2002; Prasad, 2003). Diante da reacédo
inflamatadria, os leucdcitos iniciam a producédo de diferentes interleucinas (IL),
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama 1,2 (INF-y). A
interleucina-6 (IL-6) estimula os hepatocitos a produzir proteinas de fase
aguda, entre elas a Proteina C Reativa (CRP) (Ballou, 1992; Ablij & Meinders,
2002). Esta ultima é constituida de um polimero n&o glicosilado, composta por
cinco subunidades idénticas ligadas covalentemente. Cada subunidade
consiste de 206 aminoacidos em uma unica cadeia polipeptidica com peso
molecular total de aproximadamente 23 KDa (Ballou, 1992; Clos & Terry,
2000).

A CRP se liga ao tecido lesado, a antigenos nucleares, e a certos
organismos patogénicos de uma maneira calcio-dependente (Agrawal, 2005).
Seu papel biolégico nao esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que ela é
capaz de ativar o sistema do complemento, intimamente relacionado aos
estagios iniciais do processo de formagao da placa aterosclerotica e também,
relacionado ao estimulo da sintese de fator tecidual pelos mondcitos (efeito
procoagulante). Por outro lado, a CRP também apresenta agao antiinflamatéria
ao inibir a adesao de neutrdfilos e células endoteliais através da inibicdo de
expressdo de L-selectina, inibindo a produgdo de superoxido (Misra &
Fridovich, 1972) pelos neutrdfilos, e estimulando a sintese de antagonista do
receptor de II-1 pelos mondcitos (Ballou, 1992). Estudos recentes sugerem que
a CRP seja uma parte do sistema imune inato onde esta atue como uma
molécula padrdo de reconhecimento para ativar a resposta imune inata (Clos &
Terry, 2000; Agrawal, 2005).

Em situacbes morbidas agudas, tais como nas infecgcbes, processos
inflamatérios ou de destruicdo tecidual, ela se eleva rapidamente. Nos
pacientes com inflamagéo aguda, a concentragdo pode aumentar 1000 vezes

dentro de 1 a 2 dias apds o processo de dano tecidual ativo e caem
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rapidamente com o desaparecimento do estimulo. A CRP destaca-se por
apresentar meia-vida plasmatica curta, de aproximadamente 19 horas. Estudos
comparativos mostram que a CRP & um marcador mais sensivel na detecgéo
da resposta inflamatéria endotelial, em relacdo a outros como o soro amildide
A, IL-6, apoproteina A, apoproteina B e homocisteina. No entanto, a,
especificidade desta proteina faz com que interferentes como o tabagismo,
obesidade, sexo, menopausa, possam produzir resultados falso positivos (Clos
& Terry, 2000; Agrawal, 2005).

Nos ultimos anos, com a utilizacdo de metodologias mais sensiveis e
praticas, tem sido possivel detectar a CRP em pequenos niveis de
concentragao, permitindo identificar o que se chama de processos inflamatorios
de baixo grau. A utilizagdo destas novas técnicas de maior sensibilidade
permite que este ensaio apresente um limite de detec¢ao de 0,05 mg/L, razédo
pela qual é denominado de proteina C reativa ultra-sensivel (CRP-us)
(Agrawal, 2005).

1.7 Principal manifestacédo clinica da Anemia Falciforme

A alteracdo celular causada pelo processo de falcizagao influencia
intensamente o fluxo sanguineo, aumentando a sua viscosidade (Searjeant,
2001; Gladwin et al., 2004). Os eritrocitos falciformes irreversiveis tém
capacidade aumentada de adesdao ao endotélio vascular, principalmente,
devido a alta viscosidade do sangue e também pela elevagao dos niveis de
fibrinogénio, que ocorre como resposta natural a infecgoes. A adesividade pode
ser devida as forgas eletrostaticas. A deposicdo de grande numero de
eritrécitos alterados na superficie endotelial reduz a luz dos capilares,
provocando estase, que podera se intensificar pela diminuicdo da temperatura
do ambiente. Como consequéncia da estase, ocorre hipdxia tecidual, levando
mais moléculas de HbS ao estado desoxigenado, piorando a situagao
circulatéria ja desfavoravel e lesando os tecidos irrigados por estes capilares
(Horiuchi et al., 1988). Os tecidos mal perfundidos podem sofrer infartos com

necrose e formacado de fibrose, principalmente no baco, medula Ossea e
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placenta. Esses eventos podem causar lesbes tissulares agudas, com crises

dolorosas e também cronificadas (Wagener et al., 2001).

A lesdo tecidual é principalmente produzida por hipoxia resultante da
obstrugdo dos vasos sanguineos por acumulo de eritrécitos falcizados. Os
orgaos que sofrem maiores riscos sao aqueles com sinus venoso, onde a
circulagao do sangue é lenta e a tensao de oxigénio e o pH sao baixos (por
exemplo: rim, figado e medula éssea), ou aqueles com limitada suplementacéo
de sangue arterial como olhos e cabecga do fémur (Wagener et al., 2001; Drew
et al., 2004).

Os sintomas da hipoxia também podem ser agudos com crises
dolorosas, ou insidiosas, caracterizadas por necrose asséptica do quadris e
retinopatia causada por células falciformes. Os efeitos dos danos teciduais
agudos ou crbénicos podem, em ultimo caso, resultar na faléncia do 6rgéo,
principalmente em pacientes com idade avancada. Além disso, os pacientes
podem apresentar cardiomegalia, hematuria, ulcera de perna, osteoporose
vertebral, manifestagbes neurologicas e fertilidade relativamente diminuida
(Ballas, 2002; Steinberg & Brugnara, 2003; Wagener et al., 2003; Drew et al.,
2004).

Um problema adicional e menos reconhecido nos pacientes falciformes é
sua vida sob condi¢cbes de estresse psicossocial. Esses pacientes possuem
nao somente o estresse advindo do fato de serem portadores de uma doenca
crénica, mas também convivem com o problema da natureza de sua doenca
cuja repeticdo das crises, afeta sua atuacao, tanto na escola, quanto no
trabalho e reduz potencialmente seu senso de auto-estima (Compri et al., 1996;
Weatherall & Clegg, 2001).

1.8 Complica¢cdes na Anemia Falciforme

1.8.1 Infeccéo infantil

Na AF, os processos infecciosos ocorrem logo no inicio da vida, sendo,

portanto, importante o aconselhamento dos pais sobre a imunizagéo precoce e
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a profilaxia com penicilina. Os pacientes com AF apresentam maior incidéncia
de hipertrofia amigdaliana e amigdalites de repeticdo, corroborando com o
aparecimento de crises algidas, sindrome de sequestro pulmonar e acidente
vascular cerebral (AVC) (Gaston et al., 1986).

Febre em criangas com AF e idade inferior a cinco anos, geralmente
indicam infeccado bacteriana grave, havendo grande possibilidade de infecgao
por meningite pneumocécica ou por H. influenzae. Em caso de sepse, ocorrem
episodios febris com temperatura acima de 38,9°C (Dreyer, 1995), sendo que a
antibioticoterapia deve ser iniciada imediatamente devido a possibilidade de
infeccao por bactérias encapsuladas. A sepse por pneumococo € uma causa
importante de ébito, uma vez que o bago desses pacientes € incapaz de retirar
os patdégenos da corrente circulatéria. Com isso, as criangas com AF recebem
penicilina profilatica (125 mg, duas vezes ao dia) até atingirem cinco anos de
idade. Um estudo realizado por Gaston e colaboradores (1986) mostrou uma
reducéo de 84% na ocorréncia de sepse por pneumococo has criangas que

receberam a penicilinoterapia.

1.8.2 Infecc&o em adultos

A infeccéo estreptocdcica € menos frequente apds a primeira década da
vida, tornando-se mais comuns as infecgbes devido a outros agentes
patogénicos. As infecgbes tendem a ocorrer em areas lesionadas, como
pulmbes, rins e ossos (Gaston et al., 1986).

As transfusdes repetidas podem levar a alteracbes do sistema
imunoldgico, cursando em diregdo a uma maior propensdo aos pProcessos

infecciosos (Gaston et al., 1986).

1.8.3 Crises de seqiiestro esplénico

A exacerbagdo aguda de anemia em pacientes com AF €& causa
importante de morbidade e mortalidade. A causa mais comum que leva a
anemia aguda na infancia é o sequestro esplénico (Vichinsky & Lubin, 1987).

O sequestro esplénico agudo (SEA) ocorre pelo acumulo de hemacias

no interior do baco, que sao retiradas da corrente circulatoria pelas células
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reticulo-endoteliais, com consequente queda abrupta nos niveis de
hemoglobina e risco de choque hipovolémico. A diminuigao de 2g/dL nos niveis
da hemoglobina, aumento significativo no numero de reticuldcitos, palidez
cutdneo-mucosa e um aumento rapido no tamanho do bago, sdo sinais
clinicos-laboratoriais importantes no diagnéstico do SEA. Se nao tratada, a
crianga pode evoluir para obito em poucas horas apds os primeiros sinais
dessa complicacgdo (Vichinsky & Lubin, 1987).

As crises de sequestro também podem ocorrer em criangas com
hemoglobinopatia SC ou S-talassemia. Nesses casos as crises sao leves, com
diminuicdo dos niveis de hemoglobina de 2 a 3g/dL. Raramente ha
necessidade de terapia transfusional (Ware & Filston, 1992).

O tratamento das crises graves de hipersequestro esplénico é dirigido a
correcao da hipovolemia com expansores plasmaticos e hemo-transfusdes.
Quando os pacientes sao transfundidos, as hemacias sequestradas no bago
sdo remobilizadas e a esplenomegalia regride. Os niveis de hemoglobina
elevam-se geralmente para um valor maior do que o previsto para a quantidade
de sangue transfundida. A recidiva € comum e ocorre em cerca de 50%
daqueles que sobreviveram ao primeiro episédio. A taxa de mortalidade é de
20% (Ware & Filston, 1992).

Os pacientes que apresentarem mais de uma crise de hipersequestro
devem ser encaminhados a esplenectomia, devendo receber vacinas
antipneumococos e anti-Haemophilus influenzae, além de penicilina profilatica
(Ware & Filston, 1992).

1.8.4 Crises aplasicas

As hemacias dos pacientes com AF tém uma sobrevida mais curta do
que hemacias de individuos HbAA e a supressao temporaria da eritropoiese
pode ocasionar uma anemia grave. A aplasia transitéria (crise aplasica)
geralmente é precedida de febre, astenia, intensa palidez cutdneo-mucosa e
reticulocitipenia. Frequentemente ocorre apdés uma infecgao pelo Parvovirus
B19. O Parvovirus B19 € um membro da familia Parvoviridae, que em
pacientes com anemia hemolitica hereditaria, pode levar a crise aplasica

devido a toxicidade direta sobre os precursores eritrdides. A anemia é
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acentuada durante esse periodo, sendo que a melhora ocorre em cinco a dez
dias. Na ultima década foram observadas outras complicagdes secundarias ao
parvovirus como: necrose de medula O6ssea com pancitopenia,
glomerulonefrite, acidente vascular cerebral (AVC), sindrome toracica aguda
(STA) e sequestro esplénico ou hepatico (Koshy & Dorn,1996).

Como estas crises sdo comuns, transitérias e muitas vezes néo
requerem transfusdo, ha indicagcdo de transfusdo apenas quando ha
comprometimento da fungédo cardiaca ou niveis de Hb inferiores a 4g/dL com
reticulocitopenia. Neste caso deve-se proceder a infusdo de 1mL de
hemacias/kg/h acompanhado de diuréticos para prevenir faléncia cardiaca.
Pode-se utilizar também exsanguineo transfusdo a fim de evitar perturbagdes
no volume sanguineo em pacientes clinicamente instaveis O tratamento deve

ser dirigido para essas complicagbes (Koshy & Dorn,1996).

1.8.5 Sindrome toracica aguda (STA)

O pulmao é o maior érgao-alvo para as complicagées agudas e cronicas
da AF. A sindrome toracica aguda (STA) é uma causa frequiente de morte tanto
em criangas quanto em adultos com AF e a segunda causa mais comum de
hospitalizagdo. Os problemas pulmonares nido diretamente relacionados a
oclusao vascular, como pneumonia ou asma, podem agravar a situagao porque
a hipoxia local ou sistémica aumentam a polimerizacdo da HbS. A faléncia
multiorganica geralmente é precedida ou acompanhada por acometimento
pulmonar, observado na embolizagdo gordurosa em crises algidas. A STA é
caracterizada pelo aparecimento de um infiltrado pulmonar recente, febre, dor
toracica pleuritica, dor abdominal, tosse e hipdxia. Sabe-se que 50% de todos
os pacientes (maiores de 10 anos) com AF terdo pelo menos um episddio de
STA e a probabilidade de recidiva € em torno de 40%, sendo que pode evoluir
para doenga pulmonar crénica (Tabela 1) (Vichinsky, 1991; Vichinsky & Styles,
1996).
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Tabela 1. Principais causas de morte por idade em pacientes com anemia

falciforme, segundo Vichinsky,1991.

Causas <10 anos > 10 anos
Pulmonar 25% 50%
Sepse / meningite 40% 15%
Sequestro esplénico 30% 0%
Faléncia renal 1% 30%
Outras 4% 5%

As fosfolipases A, (PLA;) sdo exemplos de enzimas hidroliticas,
presentes em membranas celulares ou em meio aquoso, que hidrolizam
substratos insoluveis em agua, os fosfolipidios. Elas atuam hidrolizando
glicerofosfolipideos na posigao 2 do glicerol, liberando lisofosfolipideo e acido
graxo. Ocorrem naturalmente nos meios intracelular e extracelular, e hidrolizam
varios fosfolipidios naturais e sintéticos. Nos mamiferos, as PLA; participam de
vias importantes na fertilizacao, proliferacdo celular, contragdo da musculatura
lisa, hipersensibilizagdo e doencgas inflamatérias cronicas. Elas também séo
importantes em funcdes celulares como transducdo de sinal na via de
biossintese de prostaglandinas e leucotrienos. Os niveis séricos da PLA; estao
aumentados na presenca de lesdo pulmonar, correlaciondo-se com o
diagnostico da STA 48 horas antes do inicio da clinica e a sua determinacéo é
uma medida diagndstica n&o invasiva importante nos pacientes com AF que
sofrem de STA (Vichinsky & Styles, 1996).

1.8.6 Crises algidas

A dor é experienciada ao longo de toda a vida pelos pacientes com AF,
principalmente durante as crises de falcizagdo. Esse enorme desconforto
localiza-se, sobretudo em extremidades, regido lombar, abdomem ou térax,
usualmente associada a febre e urina escura ou vermelha. As crises de dor
frequentemente resultam de necrose avascular da medula 6ssea. O aumento

da pressado intramedular secundario a resposta inflamatéria do processo
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necrético é, provavelmente, a causa da dor. Essa hipotese é corroborada pelo
achado de aspirado dos sitios de dor 6ssea que apresenta necrose e/ou
infiltrado neutrofilico purulento. A classificagdo temporal da dor na AF pode ser
aguda, crénica ou mista (Powars, 1990).

A dor aguda é mais comum, caracterizada por um inicio abrupto e a
intensidade varia de leve até muito intensa. A dor aguda sem complicagdes €
autolimitada e geralmente dura algumas horas ou alguns dias. Pode ser
continua ou recidivante e pode migrar para outra regido. A dor aguda, quando
acompanhada de complicacbes infecciosas ou psicossomaticas profundas,
pode perdurar por varias semanas. As crises dolorosas apresentam intervalos
variaveis, dependendo de cada paciente (Shapiro, 1989; Powars, 1990).

A dor cronica geralmente é definida como uma dor persistente por trés a
seis meses, ou mais, sem qualquer outra condicdo co-médrbida. A dor crbnica
pode debilitar o paciente tanto fisica quanto psiquicamente. Os pacientes com
dores crbénicas necessitam de visitas periddicas ao médico e planos de
intervengao terapéutica. Devem ser avaliados por uma equipe multidisciplinar
que possa oferecer apoio médico hematoldgico, psicologico, farmacoldgico e
de assisténcia social. A dor mista pode ocorrer durante um episédio de dor
cronica (Powars, 1990).

Algumas medidas de prevencgéo da dor séo eficazes nas crises algidas
como: evitar hipoxia, desidratagao e resfriamento da pele. Em casos de crises
algidas de repeticdo, deve-se anotar o dia de inicio e final da crise, para
verificar o intervalo destas. E importante anotar também as crises de priapismo,
e se 0 paciente permanecer com dor apds quatro horas, devera ser internado
Powars, 1990).

O uso de antiinflamatérios, analgésicos opidides (veja tabela 2) e intensa
hidratacdo oral contribuem para diminuir a freqiéncia das crises de dor
(Shapiro, 1989; Powars, 1990).
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Tabela 2. Agentes narcéticos mais freqiientemente utilizados em crises algidas.

Agentes* Dose (mg) Duracgéo do efeito Intervalo de
equivalente a (horas) administracéo
10mg IM de (horas)
morfina
Morfina 10 IM 3-6 4
20-60 VO 4-7 4
Hidro-morfina 1,5 M 3-4 4
7,5V0O 3-4 4
Meperidina 75 IM 3-4 4
300 VO 3-4 4
Metadona 10 IM 4-6 6
20 VO
Codeina 7,5-30 VO 4 34
Tramadol 100-400 VO 4 3-4

FONTE: ANVISA, 2002. *Todas estas drogas podem ser toxicas e se acumular no SNC, rins,

figado e pulmoes.

1.8.7 Alteracdes renais

A AF contribui de varias maneiras para a diminuicdo da fungao renal: o
lado arterial dos vasos de pequeno calibre possui uma baixa tensdo de
oxigénio, o meio ambiente da medula €& caracterizado por hipdxia,
hipertonicidade e um pH baixo, promovendo a formacado de polimeros, o que
altera a forma das hemacias, com consequente aumento da viscosidade
sanguinea, ingurgitamento venoso, edema, e predisposicdo a isquemia e
infarto na microcirculagao renal. Essas alteragdbes ocorrem com mais
frequéncia nos pacientes homozigotos para AF, porém, os portadores do trago
falciforme (HbAS) também podem apresentar lesdes renais. Anemia crbnica e
crises vaso-oclusivas frequentes na medula renal sdo fatores determinantes

das alteracbes renais observadas na doenca falciforme. Estas alteragdes
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podem ser estruturais e funcionais (Granfortuna et al., 1986; Powars et al.,
1991).

As alteragbes estruturais podem ser glomerulares e medulares. Dentre
as alteragdes glomerulares observa-se, principalmente a dilatacdo dos
glomérulos com hipercelularidade e Ilobulagdo dos tufos glomerulares,
semelhante ao observado nas glomerulonefrites proliferativas. Duplicacdo da
membrana basal e proliferagdo mesangial podem ocorrer e aumentam com o
progredir da idade. Em pacientes idosos pode-se também observar fibrose
progressiva, parcial ou completa. As alteragcbes medulares sao muito
freqientes porque a medula renal possui condi¢gdes ideais para falcizacao,
como pH e pO, reduzidos e hipertonicidade. Com frequéncia ha ocluséo da
vasa recta e lesdo dos tubulos renais, com atrofia ou dilatagcdo, presenca de
cilindros protéicos e deposicdo de ferro com degeneracdo do epitélio dos
tubulos (Granfortuna et al., 1986; Powars et al., 1991).

Disfungdes hemodinadmicas, hipostenuria, proteinuria, e alteragdo da
sintese renal de eritropoetina, renina e prostaglandinas, s&o as alteragdes
funcionais mais frequentemente observadas nos doentes falciformes. As
alteragdes hemodinamicas se relacionam ao grau de anemia e variam com a
idade. Em criancas e adultos jovens observa-se aumento da taxa de filtragao
glomerular (GFR), dos fluxos sanguineo e plasmatico renais efetivos (ERBF,
ERPF), mas a frac&o de filtracdo encontra-se reduzida. A anemia, assim como
a producado aumentada de prostaglandinas pela medula renal, contribui para o
aumento da GFR e ERPF. Com a idade, ha reducado progressiva da GFR,
ERBF e ERPF e faléncia renal € causa frequente de 6bito em pacientes acima
de 40 anos. Proteinuria ocorre em 30 a 50% dos pacientes, nunca abaixo dos
10 anos de idade (Granfortuna et al., 1986; Powars et al., 1991).

A fungdo dos tubulos proximais e distais também se encontra
comprometida na doencga falciforme. As alteragdes nos tubulos proximais se
traduzem por maior excrecédo de urato e sddio, maior reabsorcédo de fosfatos e
de a2-microglobulina e menor reabsor¢do de zinco. Por outro lado, a
diminuigcao da capacidade de acidificar a urina e de excretar potassio tém sido
demonstradas em varios estudos, sugerindo comprometimento da funcédo de
tubulos distais. Entretanto, a hipercalemia observada nestes pacientes pode

ser artefatual, atribuida principalmente a liberagao in vitro de potassio pelas
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hemacias contendo HbS e parcialmente secundaria a sintese reduzida de
renina e hipoaldosteronismo. Sucessivos eventos de falcizacdo na medula
renal levam a alteragdes na composicéo da urina. Deste modo, a hipostenuria &
a primeira manifestacéo da obliteragao da vasa recta (Granfortuna et al., 1986;
Powars et al., 1991).

As infecgcdes do trato urinario parecem ser frequentes nas doencas
falciformes e os patdgenos envolvidos s&o principalmente E.coli e Klebsiella/
Enterobacter sp (Powars et al., 1991). Infarto renal agudo pode ocorrer durante
um episodio de crise vaso-oclusiva e costuma evoluir com atrofia progressiva

do rim comprometido (Granfortuna et al., 1986).

1.8.8 Alteracdes cardiacas

As alteragdes do sistema cardiovascular estdo presentes na quase
totalidade dos pacientes portadores de AF. Muitas vezes, as manifestacoes
desse aparelho constituem o aspecto dominante no quadro clinico. Essas
alteragdes decorrem basicamente de: a) reagbes adaptativas ao estado
anémico cronico; b) lesdes do sistema cardiovascular especificamente
associadas a doenca falciforme (Lindsay et al., 1974).

Como em outras anemias crbnicas, ocorre na AF um aumento
acentuado do débito cardiaco. O fendmeno primariamente relacionado a
génese desse estado hipercinético (situagao de débito cardiaco aumentado) é
a hipoxia tissular resultante da capacidade de transporte de oxigénio reduzida,
vinculada a queda da quantidade de hemoglobina. A hipdxia tissular € um
estimulo potente de vasodilatagdo arteriolar (mediante liberagdo de agentes
vasodilatadores gerados pelo metabolismo anaerdbico que se estabelece
nesses tecidos). A vasodilatagdo arteriolar promove aumento do fluxo
sanguineo que concorre para reequilibrar a oferta de oxigénio. Essa queda da
resisténcia arterial periférica significa, do ponto de vista hemodinamico, uma
significativa facilitagdo do desempenho ventricular (queda da impedancia
ejetiva) que assume comportamento hiperdindmico (aumento da fragao ejetiva)
e participa no estabelecimento do alto débito cardiaco. Secundariamente, a
vasodilatagao do leito arteriolar permite transito de maior fluxo sanguineo para

o lado venoso da circulacdo sistémica que resulta no aumento do retorno
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venoso para as cavidades cardiacas. Esse aumento da pré-carga ventricular
(aumento do volume de enchimento das cavidades ventriculares) determina
aumento da forca de contracdo miocardica e representa fator adicional na
génese do estado de alto débito (Falk & Hood, 1982).

Além disso, o estado anémico provoca aumento da atividade simpatica
reflexa (que provoca taquicardia e aumento da forgca de contragao ventricular) e
ativacdo do sistema humoral (promotor da retengdo de sodio e agua que
expandem a volemia e ampliam o efeito de aumento da pré-carga), fatores
coadjuvantes no estabelecimento do estado hipercinético da circulagéo
sanguinea. As células falciformes conferem ao sangue Vviscosidade
relativamente maior do que aquela esperada para o mesmo nivel de
hematdcrito visto em anemias de outras etiologias, nas quais a viscosidade
reduzida do sangue circulante constitui fator facilitador da ejegéo ventricular e
de reducao do trabalho cardiaco. Esse aumento relativo da viscosidade na AF
representa um fator de desgaste cardiaco que necessita sustentar um débito
elevado sem a compensagao da queda da viscosidade (Falk & Hood, 1982).

Ainda que um processo miocardiopatico especificamente associado a AF
nao tenha sido documentado do ponto de vista anatomopatolégico, observa-se
areas de fibrose causadas por microinfartos isquémicos que contribuem para o
processo degenerativo miocardico, envolvendo particularmente as regides
supridas por circulagdo de padrao terminal, como as cabeg¢as dos musculos
papilares, que sao sede de infartos e substituicdo fibrética. Outras areas de
infarto miocardico transmural com artérias coronarias subepicardica normais
sao raramente detectados na doenca e atribuidos a fendmenos vasoclusivos
na microcirculagédo coronaria (Lindsay et al., 1974; Falk & Hood, 1982).

Como na talassemia, os pacientes com AF politransfundidos podem
apresentar depdsitos de ferro nas fibras musculares cardiacas com
consequente fibrose e insuficiéncia cardiaca. A pericardite e a hipertensao
pulmonar também podem ocorrer nos pacientes com sobrecarga de ferro. O
estudo eletrocardiografico ndo é patognoménico e a disfungdo diastdlica,
quando captada pelo ecocardiograma, auxilia o diagnostico de doenga cardiaca

por sobrecarga de ferro (Gaffney et al., 1988).
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1.8.9 LesOes osteoarticulares

As lesbes Oésseas e articulares sao complicagcbes frequentes das
doencas falciformes. Elas sao decorrentes da falcizagdo com isquemia e infarto
da medula 6ssea (MO) e das estruturas 6sseas adjacentes (Baum et al., 1987;
Platt et al., 1991).

A crise dolorosa é a manifestacéo clinica mais caracteristica. Resulta de
falcizagdo com necrose isquémica nos locais de MO ativa. Na infancia, os
pequenos 0ssos das maos e pés sdo os mais acometidos. Mais tarde a MO
ativa localiza-se nas areas justa-articulares dos ossos longos, nos ossos chatos
como o esterno, as costelas e a pelve, e na coluna vertebral. Esta € também a
distribuicdo das crises dolorosas, que embora sejam frequentemente
interpretadas como articulares, envolvem, na maioria das vezes, as areas justa-
articulares dos ossos longos (Platt et al., 1991).

A incidéncia varia com a idade, o gendtipo e os indices hematologicos. A
dactilite ocorre quase exclusivamente em criangas abaixo dos 5 anos. As crises
dolorosas sdo menos intensas apdés os 30 anos e raras acima dos 40 anos.
Elas predominam em individuos com gendétipo SS e ° talassemia. Sdo mais
freqlentes em pacientes com niveis mais altos de hemoglobina do que nos que
apresentam anemia intensa. Niveis elevados de HbF podem proteger contra
crises dolorosas, embora nem sempre isto ocorra. A gravidez e o puerpério
representam fatores de risco aumentado para crises dolorosas (Baum et al.,
1987; Platt et al., 1991).

Dentre os fatores precipitantes devem-se ressaltar as infecgdes, a
acidose, as grandes altitudes e a exposigéo ao frio. O mecanismo pelo qual as
infeccbes desencadeiam crises dolorosas é multifatorial: febre, desidratacdo e
acidose. Em grandes altitudes (>2000 m), provavelmente as causas sdo a
hipoxia, a exposi¢cao ao frio e os niveis mais altos de Hb. Apesar da exposi¢cao
ao frio ser referida pelos pacientes como fator desencadeante, nao foi
demonstrada variagcdo sazonal na incidéncia de crises dolorosas. Outros
fatores como estresse emocional, intoxicagao alcodlica, sudorese excessiva e
exercicio tém sido associados ao desencadeamento de crises dolorosas (Baum
et al., 1987; Platt et al., 1991).
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A dor é mais frequente nas regides justa-articulares dos ossos longos,
na regiao lombar e pélvica. Dor afetando o esterno ou as costelas pode simular
dor pleuritica. A dor nas grandes articulagbes pode ser simétrica ou
assimétrica, constante ou de carater migratério. A intensidade é variavel, assim
como a duracdo. Pode ocorrer crise leve, transitéria, localizada, ou dores
lancinantes, generalizadas, que duram dias ou semanas, sendo necessario, por
vezes, a hospitalizagao do paciente (Baum et al., 1987; Platt et al., 1991).

A crise dolorosa é uma situacao de risco. O paciente deve ser orientado
para procurar atendimento meédico imediato. O tratamento consiste em

hidratacao e analgesia efetiva da dor (Tabela 2).

1.8.10 Alteracdes Osteoarticulares

1.8.10.1 Dactilite (Sindrome méo-pé€)

A dactilite é frequentemente a primeira manifestagdo da doenga e resulta
da necrose isquémica da MO com dor, secundaria ao aumento da pressao
intramedular devido ao processo inflamatério subsequente (Watson et al.,
1963).

Na infancia os pequenos ossos das maos e pés sao afetados e o quadro
clinico resultante chamado de sindrome mao-pé, consiste em edema doloroso
que pode acometer um segmento de um dedo até as quatro extremidades.
Predomina entre 6 meses e 2 anos, tornando-se progressivamente menos
frequente apds os 5 anos, quando a MO ativa desaparece dos pequenos 0Ss0s
periféricos. O quadro é de inicio subito e dura 1 a 2 semanas. Pode ser
precipitado pelos fatores desencadeantes da crise dolorosa, visto tratar-se de
crise vaso-oclusiva. O diagnéstico é clinico, ja que as alteragcdes radioldgicas

aparecem apos a resolugao do quadro (Watson et al., 1963).

1.8.10.2 Necrose isquémica da cabeca do fémur

A necrose isquémica da cabecga do fémur € outra forma de necrose da
medula 6ssea, com implicagdes particulares devido ao local critico da lesdo. A

cabeca do fémur pode apresentar varias alteracbes com ou sem ruptura da
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superficie articular, dependendo da idade em que o infarto ocorre. Embora
possa ser observada desde a infancia, € mais frequente no final da
adolescéncia e em adultos jovens (Platt ef al., 1991).

A lesao pode ser assintomatica ou causar dor no quadril, que piora com
a movimentacdo. O suporte continuo de peso sobre a cabeca femural
amolecida resulta em colapso e lesao da superficie articular. A evolugéo clinica
depende da idade em que o infarto ocorre. Antes dos 18 anos resulta em
achatamento da cabeca femural com remodelamento do acetabulo e
manutencao da funcdo articular. O envolvimento da cabeca femural madura é
segmentar, com colapso da por¢ao medial resultando em dor persistente e em
deformidade. Nos estados mais avancados ha reabsor¢cdo da cabeca femural,
sinais de osteoartrose e total destruicdo 6ssea com fibrose e anquilose (Platt et
al., 1991).

1.8.11 Alteragdes neurolbgicas

Muitas complicagdes do Sistema Nervoso Central (SNC) tém sido
associadas a AF, sendo que as principais sdo o infarto, em 70 a 80% dos
casos, € a hemorragia intracraniana (Switzer et al., 2006). Estudando criangas
com AF, Powars e colaboradores (1978) observaram uma incidéncia de 0,70%
de acidente vascular cerebral (AVC) por ano nas primeiras duas décadas de
vida, e um estudo na Jamaica mostrou uma prevaléncia de 7,8% até a idade de
14 anos (Balkaran et al., 1992).

A ocluséo, parcial ou completa, ocorre nos grandes vasos cerebrais e
parece ser devida a estenose progressiva, superposta a formagado de trombo
no local. Estudos histolégicos tém demonstrado que o dano vascular é pelo
aumento da espessura da camada segmentar, devido a extensa proliferacao de
fibroblastos e do musculo liso da intima, sem a presenca de sinais inflamatorios
(Switzer et al., 2006).

Os pacientes com AVC normalmente apresentam sinais clinicos
evidentes. O sintoma neuroldégico mais comum é a hemiparesia, seguido por
afasia ou disfasia, convulsées e monoparesias. Cefaléia foi achado comum

porém, isoladamente, ndo é fator preditivo de AVC. Raros pacientes podem
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apresentar como manifestacdo inicial, quadro de Acidente Isquémico
Transitério ou até mesmo um coma (Ohene-Frempong, 1991).

O diagnostico de AVC é normalmente feito a partir de dados clinicos,
entretanto, os pacientes podem ser avaliados através de tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética (Steen et al., 2004). Angiografia
deve ser realizada nos casos onde nao foi feito o diagnéstico por tomografia
e/ou ressonancia magnética, sendo que, nestes casos, 0s pacientes
necessitam de terapia transfusional previamente ao exame, com o objetivo de
prevenir episodio de falcizacdo e consequente piora da manifestacao
neurologica (Powars et al., 1978; Ohene-Frempong, 1991; Switzer et al., 2006).

Exsanguineo transfusdo, manual ou automatizada, € um intervengéo
terapéutica imediata que pode diminuir a progressdo da doenga e reverter as
manifestagdes clinicas. Na auséncia de terapia transfusional, o curso clinico da
lesdo cerebrovascular é progressivo. O objetivo da terapia transfusional, tanto
na fase inicial quanto na fase crénica do tratamento, € diminuir a percentagem
de hemoglobina S para menos de 30%, uma vez que as recidivas dos
episodios de AVC ocorrem em cerca de 67% dos pacientes (Switzer et al.,
2006).

Outras medidas de tratamento durante o episddio agudo dependem da
manifestagcéo clinica: ventilacdo assistida, agentes farmacolégicos anti-edema
cerebral, terapia anticonvulsivante, etc, e, portanto € importante a avaliagao e

seguimento de um neurologista (Switzer et al., 2006).

1.8.12 Alteracgdes oculares

O evento inicial na patogenia da retinopatia da doenga falciforme é a
oclusdo vascular, que ocorre mais frequentemente na retina periférica. A
angiografia com fluoresceina evidencia a oclusdo vascular nas arteriolas
retinianas. As oclusdes também podem ocorrer nos capilares e vénulas,
embora a oclusdo das ultimas seja menos comum. Esses eventos podem
afetar o leito vascular dos olhos, geralmente com consequéncias irreversiveis.
O tratamento consiste em hiperoxigenacéo e rapida redugao da presséao intra-

ocular, utilizando técnicas cirurgicas e medicamentosas (Goldberg, 1971).
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1.8.13 Ulceras de membros inferiores

Ulceras de membros inferiores estdo entre as mais evidentes
manifestagbes cutdneas da AF em virtude de sua elevada frequéncia,
cronicidade e resisténcia a terapia disponivel, com elevadas taxas de
recorréncia. Essas lesbes podem afetar socialmente o individuo acometido,
pois comprometem sua capacidade produtiva, e respondem por significativa
parcela da procura aos servigos de saude. Clinicamente ha grande
variabilidade no tamanho das lesbes que podem, ainda, ser extremamente
dolorosas. Quase sempre se desenvolvem nos tornozelos, acima dos maléolos
lateral e medial; mais raramente surgem na regido pretibial e dorso do pé. O
inicio pode ser espontaneo, ou subsequente a trauma, por vezes leve como a
picada de um inseto. Edema subjacente a lesdo € um antecedente comum.
Tipicamente, as ulceras formam uma depressao central, cercada por uma
margem com suave elevacdo das bordas e edema ao redor. Pode haver
exsudagao, formagdo de crostas e tecido de granulagdo na base. Algumas
ulceras sao profundas com envolvimento dos tecidos subcutaneos, por vezes
acompanhadas de reacao periostal que pode ser visivel ao exame radiolégico.
Ulceras mais crénicas podem apresentar margens nodulares e irregulares.
Variagdes em sua aparéncia sao influenciadas pela cronicidade, presenca de

infeccdo secundaria e terapia prévia (Eckman, 1996).

Bactérias sao frequentemente isoladas da base de Ulceras de pacientes
com AF e embora possam representar a colonizagdo de tecidos isquémicos
desvitalizados, evidéncias clinicas sugerem que a infecgado pode contribuir para
a manutengao e agravamento das ulceras. Exames microbiolégicos revelam a
presenca de infeccao unica ou multipla, com igual freqténcia. Staphylococcus
aureus, Pseudomonas e Streptococcus sao as bactérias mais frequentemente
encontradas, embora ndo raramente sejam descritos casos de infecgdo por
anaerobios (Bacteroides), encontrados mais freqientemente em situagcbes de
multipla infec¢ao, geralmente acompanhados de odor fétido (Eckman, 1996).

Surpreendentemente, infecgdo sistémica € uma complicacdo rara

dessas ulceras cronicas. Extensdo da infeccdo ao osso adjacente é uma
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preocupacao constante e de dificil exclusdo sem a bidpsia na presenca de dor,
celulite e reacao periostal (Eckman, 1996).

A presenga de ulceras em membros inferiores ndo parece estar
associada a maiores complicacdes sistémicas. Auséncia de cicatrizacdo ocorre
em até 60% dos casos, freqientemente com evolugao arrastada por meses e
até anos e geralmente associada a lesbes maiores. A taxa de recorréncia é
variavel nos diversos estudos, de 25 a 97%, dependendo do tamanho da ulcera
e, possivelmente, dos cuidados locais administrados. A recorréncia geralmente
ocorre cerca de 6 a 8 meses apds a cicatrizacao inicial. A fisiopatologia dessas
ulceras envolve etiologia multifatorial, mas a hipoxia tissular pode ser entendida
como o fator principal e consequéncia, por sua vez, da deformabilidade das
hemacias, de alteracbes no endotélio vascular, alteracdo na viscosidade
sanguinea, ativagao da coagulagao, alteragdo no tonus vascular e até mesmo a

presenca de imunocomplexos circulantes (Eckman, 1996).

1.8.14 Priapismo

Priapismo pode ser definido como uma falha na detumescéncia do pénis
acompanhada de dor. A elucidagao do fator etiolégico do priapismo tem certa
urgéncia, ja que a terapia diretamente relacionada a etiologia pode levar a
melhora da condicdo, sendo que, a AF é o fator causal em cerca de 25% dos
casos de priapismo (Nolan et al., 2005).

A capacidade de erecao do pénis € controlada pela interacéo de eventos
endocrinoldgicos, hipotaléamicos e cerebrais. No seu estado normal, flacido, o
musculo liso das artérias e trabéculas esta contraido. Com o estimulo, ocorre o
relaxamento desta musculatura fazendo com que o sangue passe a fluir e
penetre nos plexos venosos, dilatando-os. Um maior volume de sangue
penetra nos corpos cavernosos aumentando o seu volume e impedindo a
drenagem venosa, tornando estes corpos turgidos e ocasionando a eregéo
(Nolan et al., 2005).

O mecanismo exato do priapismo na AF ainda necessita ser elucidado.
A falha na detumescéncia pode ser devida a numerosos fatores: vasooclusao

no fluxo de saida do sangue, liberagdo excessiva de neurotransmissores,

prolongado relaxamento do musculo liso ou ainda uma combinagado destes
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episodios. Uma porcentagem significante, mas indefinida, dos pacientes
apresenta os episédios de priapismo durante o sono. Como frequentemente
estes episodios se iniciam durante ere¢cdo normal no sono REM, acredita-se
que eles podem estar associados com desidratacdo e hipoventilacio,
condicdes que causam acidose metabdlica. A diminuicdo no pH circulatério e
na tensdao de oxigénio leva a um aumento na rigidez do eritrocito e
consequente falcizagdo, resultando na estagnagdo do sangue nos sinusodides
do corpo cavernoso. Os efeitos dessa eritroestase no endotélio vascular
resultam na reacgdo inflamatdria e subsequente fibrose do trabéculo esponjoso
(Powars & Johnson, 1996).

No paciente com AF, tipicamente observa-se alta pressao
intracavernosa no nivel sistolico, com baixo-fluxo no tecido cavernoso no
estado isquémico. O grau de isquemia esta relacionado com o numero de veias
emissarias envolvidas e com a duragédo da vaso-oclusédo (Nolan et al., 2005).
Exame histopatologico tem revelado sérias alteracbes na infra-estrutura
peniana relacionadas ao priapismo:

e Com 12 horas, existe evidéncia de edema intersticial trabecular;

e Apbs 24 horas observa-se destruicdo do endotélio do sinusoide,
exposicao da membrana basal e aderéncia plaquetaria;

e Com 48 horas, ocorre o aparecimento de trombos nos espacos
sinusdides, necrose do musculo liso, com adelgagamento e edema do
septo corporal.

Estes eventos podem ser responsaveis pelo alto indice de impoténcia
(>50%) visto mesmo em pacientes tratados. Cerca de 7% dos pacientes
masculinos com AF apresentam quadro de priapismo com consequente
disfungdo. Baseado em estudos recentes, o envolvimento tricorporal (corpo
€sSponjoso e Corpos cavernosos) parece ser o aspecto mais caracteristico do
priapismo na AF. Recorréncia de episddios e impoténcia estdo presentes em
50% dos adultos afetados. O envolvimento bicorporal, onde somente os corpos
cavernosos estao envolvidos, é visto com maior freqiéncia em pacientes pré-
puberes. O priapismo em idade pré-puberal ndo apresenta recorréncia tao
frequente e ndo esta tdo fortemente associado com impoténcia como nos
adultos (Powars & Johnson, 1996).
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O diagndstico é feito através da historia clinica, exame fisico, dados
laboratoriais e testes radiolégicos especificos. Varios sinais e sintomas podem
estar associados, tais como: disuria, crises de dor generalizada, febre e sepse
(Nolan et al., 2005).

O exame fisico revela ingurgitamento do pénis. Na avaliagao laboratorial,
a determinagao da porcentagem de HbS é util na monitorizacdo da terapéutica
transfusional; e a medida dos gases sanguineos penianos € importante para a
diferenciagao entre priapismo de alto ou baixo fluxo, auxiliando na escolha do
tratamento. Quanto maior o grau de hipoxia e acidose, maior a isquemia e pior
0 prognostico, consequentemente uma terapia mais agressiva € necessaria.
Outros métodos diagnosticos incluem: monitorizagdo da presséao intracorporal,
Doppler sonografia de fluxo colorida e cintilografia peniana (Powars & Johnson,
1996).

Emond e colaboradores (1980) descreveram que baixos niveis de HbF
associados a altas contagens de plaquetas sao considerados fatores de risco
para o priapismo em pacientes com AF.

A terapia inicial, tanto em adultos como em criangas, € a melhora da dor
e ansiedade, que podem ser obtidos com infusdo continua EV de morfina ou
hidroxizine por VO ou EV. Deve-se iniciar a infusdo de fluidos hipotdnicos EV
rapidamente. Sem a analise do tipo de fluxo, nem sempre € possivel diferenciar
entre o priapismo severo e o priapismo com fluxo normal (Powars & Johnson,
1996).

1.9 Diagnd@stico laboratorial

Para o diagndstico das doencgas falciformes preconizam-se as seguintes
metodologias: eletroforese alcalina em acetato de celulose, eletroforese acida
em agar ou agarose, teste de solubilidade, dosagem da HbF, dosagem da

HbA; e hemograma completo (Naoum, 1997).

Tratando-se especificamente da AF, o diagndstico laboratorial de
triagem é feito através de eletroforese de hemoglobina, focalizacéo isoelétrica
ou cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Di Nuzzo & Fonseca,

2004), testes de avaliagao qualitatitiva (falcizagéo e solubilidade) e dosagem da

51



HbF (Naoum, 1997). As cadeias B globinicas sao detectaveis em fase precoce
da vida fetal, a partir da 102 a 122 semana de gravidez, o que possibilita o

diagndstico pré-natal da AF (Di Nuzzo & Fonseca, 2004).

O HPLC é uma metodologia automatizada que permite identificar e
quantificar as fragcbes hemoglobinicas normais e variantes (Wilson et al., 1983;
Joutovsky et al., 2004). Por ser rapida, precisa e com uma alta sensibilidade e
especificidade, esta automacdo tem sido muito utilizada para a rotina de
laboratdrios clinicos e de triagem neonatal (Wild & Stephens, 1997; Campbell
et al., 1999; Ou & Rognervd 2001).

As metodologias desenvolvidas a partir da tecnologia do DNA tém
ajudado na elucidagdo da base molecular de muitas hemoglobinopatias, que
sdo as doengas genéticas mais comuns na populagdo humana. As alteragdes
genéticas identificadas por esses métodos incluem: delegbes que removem
parte do grupamento do gene da globina B e mutagdes de ponto que geram
codons “nonsense” e “missense”, MRNA instaveis e “splicing” anormais,
resultando no decréscimo da sintese proteica, auséncia ou anormalidade
estrutural de uma das subunidades da globina. A partir da utilizacdo de primers
que flanqueiam uma determinada regidao polimérfica do DNA, é possivel
amplificar um segmento de DNA que pode ser, entdo, analisado sob diferentes
formas, como por exemplo, por sequenciamento direto do DNA ou por clivagem
com endonuclease de restricdo. A analise dos produtos da PCR por
determinacao da sequéncia de nucleotideos € a mais informativa em relacao
aos polimorfismos e, muito utilizada na detecgdo molecular dos doentes
falciformes (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988; Sutton et al., 1989).

Mesmo assim, a realizagcdo do hemograma, com especial atengdo a
morfologia eritrocitaria (Tabelas 3 e 4), contribui muito para se chegar a um

resultado seguro.
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Tabela 3. Alteragbes da morfologia eritrocitaria nos diferentes gendtipos das

sindromes falcémicas (Adaptado de Naoum, 1997).

Genotipo Alteracf6es da morfologia eritrocitaria

AS Normocitose, normocromia.

SS Células falcizadas e em alvo. Hipocromia e policromasia.
Eritroblastos e corpos de Howell-Jolly.

S / tal beta Anisocitose, poiquilocitose, células falcizadas e em alvo.
Hipocromia e policromasia.

S /tal alfa Anisocitose, microcitose, células falcizadas. Hipocromia e
policromasia.

SC Aniso-poiquilocitose. Hipocromia e células em alvo.

SD Células falcizadas e em alvo. Policromasia.

S / PHHF Discreta anisocitose ou hormocitose € normocromia.

Legenda: Variantes genotipicas. AS (heterozigoto, trago falciforme), SS (homozigoto, paciente
falciforme), S/ tal beta (associacdo da HbS com talassemia beta), S/ tal alfa (associagdo da
HbS com talassemia alfa), SC (heterozigoto, HbS associada a HbC), SD (heterozigoto, HbS
associada a HbD) e S/ PHHF (heterozigoto, HbS associado a persisténcia hereditaria da

hemoglobina fetal).
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Tabela 4. Alteragdes laboratoriais especificas na anemia falciforme (Adaptado

de Naoum, 1997).

Parametro analisado

Valores encontrados

Concentracao da HbS
Dosagem da HbF
Tipo de anemia
Dosagem da Hb g/dL
Reticuldcitos
Leucécitos

Plaguetas

Fragilidade osmotica
Fragilidade térmica e mecanica
Bilirrubina indireta
Urobilinogénio urinario
Urobilinogénio fecal
Hematuria

Acido Urico sérico
Fosfatase alcalina sérica
Medula 6ssea

Ferro sérico

Ferritina

Transferrina

90-100%

2-10%

Normocitica € normocrémica

7-9

5-30

Acima de 10.000/uL durante as crises.
Pode ocorrer desvio a esquerda
Trombocitose com formas anormais
Diminuida

Aumentada

Elevada, acima de 5 mg/dL
Elevado

Elevado

Frequente

Pode estar elevado

Elevada nas crises

Hiperplasia das células eritroides
Normal ou aumentado

Aumentada

Diminuida

1.10 Lei 822/01 — Triagem Neonatal

A Portaria do Ministério da Saude N° 822, de 06 de junho de 2001,

regulamentou a triagem neonatal

da fenilcetonuria, do hipotireoidismo

congénito, das doengas falciformes e outras hemoglobinopatias, bem como da
fibrose cistica, embora ainda em fase teste, em todo territério nacional. Essa
medida restaurou um dos principios fundamentais da Etica Médica, que é o da
igualdade, garantindo acesso igual aos testes de triagem a todos os recém-
nascidos brasileiros, independentemente da origem geografica, raga e classe
socioecon6mica (Ramalho et al., 2002).

De fato, s6 a AF, por exemplo, tem uma incidéncia entre recém-nascidos
brasileiros cerca de dez a trinta vezes maior que a da fenilcetonuria, que,
juntamente com o hipotireoidismo congénito, era tradicionalmente associada ao

"teste do pezinho". Com essa afirmacao, nao se quer, evidentemente, diminuir
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a importancia da triagem neonatal da fenilcetonuria e de outros disturbios
metabdlicos ainda mais raros, mas apenas salientar a necessidade da inclusao
das hemoglobinopatias nessa triagem (Ramalho et al., 2002).

Embora as maiores taxas de mortalidade ocorram nos dois primeiros
anos de vida, a inclusdo obrigatéria da pesquisa de hemoglobinopatias no
exame de triagem neonatal vem demonstrando ser um passo importante para a
diminuigdo dessa taxas, pois permite a identificacdo precoce desses individuos
e a consequente introducao de profilaxia adequada e seguimento ambulatorial

regular (Di Nuzzo & Fonseca, 2004).

Em relagdo a AF, espera-se que o Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), associado a algumas medidas terapéuticas, tais como
antibioticoterapia profilatica, entre os trés meses e os cinco anos de idade, a
vacinagao especifica (Pneumococos, Haemophilus, Hepatite B) e o seguimento
ambulatorial regular, garantam maior sobrevivéncia e melhor qualidade de vida

aos seus portadores (Ramalho et al., 2002).

O maior estudo de prevaléncia e distribuicdo de hemoglobinopatias
realizado no Brasil, analisou amostras de 55.217 individuos, em quarenta
cidades, com idades entre um més e noventa anos, provenientes de centros de
saude, escolas e bancos de sangue. Resultados deste estudo mostraram que
3,08% dos individuos apresentavam hemoglobinas anormais desdobradas em
variantes moleculares (2,49%), talassemias (0,53%) e alteragbes induzidas
pela formacdo de meta-hemoglobina (0,06%). A condicdo HbAS foi a mais
prevalente, com 1.038 casos (60,95%) do total de 1.703 portadores; as
talassemias alfa e beta somaram 265 casos (15,56%); a condicdo HbAC foi
detectada em 243 casos (14,27%) e as formas mais raras, em 156 casos
(9,27%). A freqiéncia de HbSS na populacao total analisada foi de 0,04%
(Naoum, 1987).

Atualmente ja foram descritas mais de 900 variantes estruturais da
hemoglobina (Vernon, 2004). Tondo e colaboradores (1961) durante um
levantamento da populagdao negréide de Porto Alegre descobriram uma nova
variante da hemoglobina humana designada hemoglobina Porto Alegre (Hb
PA). Entre os membros da familia analisada, havia um casamento entre primos

de primeiro grau, sendo que dos seus oito filhos estudados, cinco mostravam
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apenas HbPA e trés tinham HbA e HbLPA observados na separacao
eletroforética em gel de amido, pH 8,6. Esses dados podem ser interpretados,
admitindo que a HbPA é controlada por um gene autossémico, alelo do que
controla a HbA. Nos casos com auséncia da HbA, o gene estaria em
homozigoze e, nos casos com HbA e HbPA estaria em heterozigoze. O gene
que controla a HbPA é muito raro, pois, até agora foi encontrado somente
nesta familia, apesar de terem sido estudados 2722 negroides (Salzano et al.,
1968) e 754 indios e mestigos (Salzano & Tondo, 1968). Apesar da mobilidade
da HbPA, em gel de amido, ser préxima da HbS distingue-se desta por néo
formar precipitado em solugdo de fosfato 2,24 M e por ndo apresentar o

fendbmeno de falcizagdo quando sob a forma reduzida (Tondo et al., 1963).

Salzano e colaboradores (1968) através de exames realizados na rotina
de um laboratério publico de Porto Alegre, encontraram uma frequéncia de
HbAS de 6,8%, HbAC de 1%, HbSC de 0,1% e HbSS de 0,1% em uma

populacao negroide formada em sua maioria por adultos.

Outro estudo realizado por Sommer e colaboradores (2006) mostraram
uma prevaléncia das doengas falciformes em diferentes regides do estado do
Rio Grande do Sul de (HbSS e HbSC) (1:39.000 ou 0,0025%) e de individuos
traco falciforme (HbAS) foi de 1:72 ou 0,73% do total de recém-nascidos
analisados. Esses dados representam 72% dos casos rastreados na
experiéncia de um ano na rede de saude publica apds ter sido implantado o
Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN). Somando-se aqueles da

iniciativa privada, a cobertura atinge 92% dos recém-nascidos vivos.

Portanto, os beneficios do diagndstico e da intervengdo precoce no
acompanhamento das doencgas falciformes tém levado a ampla difusdo em
todo o territorio brasileiro do programa para a detecgdo dessas variantes,
permitindo o atendimento médico e o aconselhamento genéticos adequados
(Sommer et al., 2006).

1.11 Medidas Gerais para Tratamento na Anemia Falciforme

Ndo ha tratamento especifico para as doencas falciformes. Assim,

medidas gerais e preventivas no sentido de minimizar as consequéncias da
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anemia croOnica, crises de falcizacdo e susceptibilidade as infecgdes sao
fundamentais na terapéutica destes pacientes. Estas medidas incluem boa
nutricdo; profilaxia, diagndstico e terapéutica precoce de infecgdes;
manutencdo de boa hidratacdo e evitar condicdes climaticas adversas. Além
disso, acompanhamento ambulatorial duas a quatro vezes ao ano e educacao
da familia e paciente sobre a doenga sao auxiliares na obtengcao de bem-estar
social e mental (Jacob et al., 2006).

Os avancos na prevencado de infeccbes e crises de falcizacdo tém
proporcionado uma maior sobrevida aos pacientes, de modo que, em longo
prazo, a manutencédo da boa qualidade de vida € essencial para os individuos
com doengas falciformes e deve ser objetivo dos profissionais que tratam
destes pacientes. Penicilina profilatica previne 80% das septicemias por S.
pneumoniae (Pneumococo) em criangas com AF até 3 anos de idade. O
impacto da profilaxia € enorme e deve ser iniciado aos 3 meses de idade para
todas as criancas com doencgas falciformes (SS, SC, SB). A terapéutica deve

continuar até 5 anos de idade (Gaston et al., 1986).

1.11.1 Terapia Farmacolégica com Hidroxiuréia (HU)

Até o momento, duas formas de terapia podem ser utilizadas
alternativamente ao tratamento convencional das doencas falciformes, como o
transplante de medula 6ssea e a administragcao oral de hidroxiuréia (HU), um
agente indutor da sintese de HbF. A experiéncia com o uso de HU nestes
casos € muito maior do que com o transplante de medula 6ssea. Ambos podem
ser indicados em grupos selecionados de pacientes (Steinberg & Brugnara,
2003; Richard et al., 2005).

Vérios estudos em adultos vém demonstrando a eficacia do uso da HU
(Bandeira et al, 2002), unico agente especifico disponivel para tratar as
complicagdes da AF, cujo principal efeito é a elevagdo dos niveis de HbF em
pacientes portadores de sindromes falcémicas (Bandeira et al., 2002;
Steinberg, 2005). Estudos recentes tém demonstrado que a HU pode, também,
reduzir a contagem de granulécitos, mondcitos e plaquetas, e ainda reduzir a
expressdo de moléculas de adesdo na superficie dos eritrocitos (Figura 6).

Essas células, quando elevadas, sao um fator de risco para a oclusao vascular,
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pois permitem interacdes adesivas entre células falciformes, células endoteliais
e leucadcitos, e estimulam plaquetas a liberar citocinas que contribuem para a
adesao (Steinberg, 1999; Hillery et al., 2000; Halsey et al., 2003; Covas et al.,
2004). Trabalho realizado por Koc e colaboradores (2005) analisou o efeito da
HU nos niveis de alguns fatores da coagulagdo e inibidores naturais em
criangas, e concluiu que havia uma diminuicdo em todos os fatores da
coagulagao, com excecgdo dos fatores IX e Xll, e dos inibidores naturais da
coagulagao.

A HU foi sintetizada em 1869, e somente em 1960 foi utilizada como um
agente quimioterapico, bastante conhecido e utilizado para tratamento de
sindromes mieloproliferativas como leucemia mieldide crénica (LMC) e
policetemia vera. Sua fungao principal encontra-se no bloqueio da sintese de
DNA através de inibigdo da ribonucleotideo redutase, mantendo as células em
fase S (Figura 6). E de facil utilizacdo, com poucos efeitos tdxicos e com um
efeito mielossupressor facilmente revertido. O uso da HU nos protocolos de
tratamento da AF teve seu inicio na década de 80, nos pacientes adultos,
sendo 0 seu uso posteriormente autorizado em criangas. Ao longo dos anos,
estudos em criangas tém demonstrado igual eficacia da HU sem grandes
efeitos colaterais (Bandeira et al., 2002; James et al., 2006).

Os resultados com a HU sdo muito animadores tanto em adultos quanto
em criangas. As doses iniciais podem ser de 10 mg/Kg de peso alcangado até
30 mg/Kg. Sendo a HU um agente que induz depressdao da medula éssea,
atencdo especial deve ser tomada em relacdo ao numero de granuldcitos,
plaquetas e reticuldcitos que ndo devem ser inferiores a 2 x 109/L, 100 x 109/L
e 50 x 109/L, respectivamente (Bandeira et al., 2002; James et al., 2006).

A despeito de varios relatos de beneficios obtidos por este agente
terapéutico, ha registro de que pelo menos 25% dos pacientes (Lavelle, 2004),
tratados com HU tem demonstrado falha no aumento da concentracdo da HbF,
tornando assim necessaria a utilizagdo de outras drogas nesses pacientes
refratarios a HU. Deste modo, agentes como butiratos e derivados, ou acidos
organicos de cadeia curta como acido valpréico (King, 2004), bem como
inibidor de DNA metiltransferase (DNMT) (Lavelle, 2004; Pace & Zein, 2006),

que também induzem ao aumento da HbF, encontram-se em estudos para
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eventual uso nestes pacientes. Grandes doses de eritropoetina (EPO) e ferro
associado a HU também parecem aumentar substancialmente os niveis de
HbF (ANVISA, 2002).

Bone Marrow Blood Vinkeulaturne
Bafore therapy Bafore therapy Bafore therapy

}

During therapy

During tharapy

® i/

Racluced cellularity Incraasssd hydeation . -
| Ineresdad propanicn of Ll Fevesr sickled colls ||| Reduced adherance
nuclsales red cells. Favwar raticuloeyles Imprenedd ancothalial
producing hemoglabin F Favar granubocylos Tisiticn

Increassd hamogioten F
Macrocytosts

Figura 6. Mecanismo de agdo da HU na AF. A HU age na MO e, por seus efeitos citotoxicos,
aumenta a populagcdo de eritroblastos que sintetizam grandes quantidades de HbF. A
celularidade da medula pode também ser diminuida (Esquerda). Altas concentragdes de HbF
reduzem a polimerizagao da HbS e o numero de eritrécitos deformados, densos ou danificados.
As células que contém HbF possuem sobrevida longa, atenuando a hemdlise e diminuindo a
contagem de reticuldcitos. As contagens de granulécitos, mondcitos e plaquetas circulantes
diminuem (Centro). A diminuigdo no numero de eritrécitos densos e deformados que podem
aderir ou lesar o endotélio reduz a probabilidade de ocorrer as crises vaso-oclusivas (Direita)
(Steinberg, 1999).

Contudo, pesquisas recentes apontam novos alvos de investigagcao
terapéutica direcionadas a reestabelecer a biodisponibilidade do éxido nitrico
(NO). Estudos apontaram que mais de 50% dos pacientes com AF apresentam
disfuncdo endotelial devido a baixa biodisponibilidade endogena do NO (Mack
& Kato, 2006).

O NO é um gas soluvel, possui um tempo de meia vida de segundos e é

constantemente sintetizado pelas células endoteliais a partir do aminoacido L-
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arginina, pela éxido nitrico sintase (e-NOS). O NO liberado do endotélio ativa a
guanilato ciclase soluvel no musculo liso, apods ligagdo com o grupo heme,
resultando no aumento intracelular do monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP). Este, por sua vez, ativa quinases que diminuem a concentragéo
intracelular de calcio no musculo liso, promovendo relaxamento, vasodilatagcao

e aumento do fluxo sanguineo local (Furchgott & Zawadzki, 1980).

Segundo Morris e colaboradores (2000), baixos niveis plasmaticos de L-
arginina sdo observados nos doentes falciformes, principalmente durante as
crises vaso-oclusivas e sindrome toracica aguda (STA). Outra pesquisa
encontrou que esses mesmos pacientes possuem altos niveis plasmaticos de
arginase, consequentemente baixa relagdo de arginina e ornitina (Morris et al.,
2003; Morris et al., 2005). Niveis elevados de arginase plasmatica séo
encontrados em individuos com taxa hemolitica acelerada. A arginase é uma
enzima particularmente abundante nos eritrocitos jovens, que predominam
nestes pacientes, uma vez que possuem um rapido “turnover” eritrocitario.
Portanto, pacientes que possuem baixos niveis de arginina na corrente
circulatéria tém maior probabilidade de desenvolver hipertensdo pulmonar,
AVC, crises de priapismo e Ulceras de perna, e, com isso vir ao Obito
precocemente (Figura 7) (Morris et al., 2005; Kato et al., 2007).
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Figura 7. A hemodlise intravascular reduz a biodisponibilidade do 6xido nitrico (Reproduzido de
Kato et al., 2007).
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Pesquisas recentes propdem as seguintes terapias alternativas visando
o aumento da producdao de NO: a) inalagao diaria de NO nos pacientes
falciformes que sofrem de hipertensdo pulmonar; b) administracdo de HU em
episodios de crise vaso-oclusiva (King em 2004 mostrou que a HU além de
aumentar os niveis da HbF, melhora a biodisponibilidade do NO); c)
suplementagédo oral de L-arginina. Entretanto, s&o propostos outros
mecanismos e alvos terapéuticos para diminuir a destruicdo do NO como: a)
alopurinol (droga que inibe a enzima xantina oxidase, reduzindo a geracéo de
ERO e, assim, diminui o consumo de NO); b) estatinas (farmacos que inibem a
hidroxi-metil-glutarii  CoA redutase — HMG-CoA redutase) que tém a
propriedade de reprimir a expressao de inumeras moléculas de adesao,
beneficiando a vascularizagao tecidual; e c) citrato de sildenafil (droga que inibe
a hidrdlise do cGMP pela 5-fosfodiesterase), assim, amplificando a resposta do
NO no endotélio vascular (Figura 8) (Machado et al., 2005).

Esses mecanismos alternativos sdo promessas de novos alvos para
intervengao terapéutica em pacientes falciformes que sofrem as consequéncias
de possuirem reducéo da bionisponibilidade do NO no endotélio (Mack & Kato,
2006).

Hydroxyurea
Inhaled nitric oxide
Inhaled or intravascular nitrite
Statins

L-Arginine Allopurinol

Smooth

Pre-capillary arteriole Capillary Post-capillary venule
Sildenafil

Figura 8. Novos alvos de investigagao terapéutica propostos para os pacientes com Anemia
Falciforme (Reproduzido de Mack & Kato, 2006).
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1.12 Estresse Oxidativo

O oxigénio (O2) é necessario para inumeras formas de vida. Sua
reducao a agua fornece a energia que permite a impressionante complexidade
dos organismos superiores. Entretanto, a redugcdo do oxigénio gera
subprodutos altamente reativos, os quais podem ocasionar dano a proteinas,
lipidios e ao DNA. Estes subprodutos s&o as espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Halliwell & Gutteridge, 2007). Este termo compreende radicais livres e
outros compostos nao radicalares. Radicais livres sao definidos como atomos
ou moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados no seu
orbital mais externo (Figura 9) (Halliwell & Gutteridge, 2007). O termo ERO
inclui ndo somente radicais de Oxigénio (como O," radical superéxido, OH*
radical hidroxil, RO,", radical peroxil, RO® radical alcoxil) mas também abrange
derivados de O, que podem atuar como oxidantes ou redutores (H20,, peréxido
de hidrogénio; HOCI, acido hipocloroso, e O3, ozénio) (Halliwell & Gutteridge,
2007). As ERO sao produzidas normalmente durante o metabolismo celular,
onde estao envolvidas em reacdes de transferéncia de elétrons. Na respiracao,
a maior parte do oxigénio consumido é reduzido a agua na mitocondria,
durante a passagem pela cadeia respiratéria, possibilitando a sintese do ATP
pela fosforilagdo oxidativa. No entanto, aproximadamente 5% do oxigénio sofre
redugado incompleta, produzindo o radical superéxido (O,™). A partir deste, uma
série de reagdes ocorrem, gerando compostos como H,O, e o radical hidroxila
OH®, o mais reativo e danoso dos radicais formados (Halliwell & Gutteridge,
2007).

Para proteger o organismo do ataque destas ERO existe uma série de
sistemas de defesa antioxidante, como enzimas especificas que inativam
algumas das ERO como a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
superoxido dismutase (SOD), enzimas que controlam a disponibilidade de
metais na célula, além de captadores nao protéicos de radicais. Em paralelo,
0s organismos desenvolveram sistemas de regeneracdo e reparagdo de
macromoléculas danificadas, especialmente o DNA, a fim de corrigir possiveis
falhas ou sobrecargas nos mecanismos de defesa (Thomas et al., 1998;
Halliwell & Gutteridge, 2007).
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Quando ocorre um aumento das ERO e/ou uma diminui¢do da capacidade
antioxidante, as ERO sao capazes de lesar componentes celulares direta ou
indiretamente, modificando sua estrutura e/ou fungado e gerando o estresse
oxidativo. Diversos estudos tém demonstrado que espécies reativas de
oxigénio participam no mecanismo de instalacdo de varias doengas como
Alzheimer, Parkinson, diabetes, esclerose multipla, cirrose hepatica e alguns

tipos de cancer (Halliwell & Gutteridge, 2007).

. ® "e 0 g ",
-
- at
LT T T L L
am
e e, "
. ., L
“-."...

gEveeg, . (¢
a? .'i ]

»
-
-
P
‘-
-
2
d
-
..

“I.".-
i .-"'-::'l""l .
a

-t ) -

- - - - i
- i T i [ Sl

: 8 T T A ¥ il : Wit e e anam

O o) - L !

/ ! L, welk -'-!.'-"-- Tt )
1 - = x - i o e

AL T ST B A PR

Smooth muscle cells
Endothelial cells

Figura 9. Geracao de radicais livres na membrana eritrocitaria (Reproduzido de Gladwin et al.,
2004).
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1.12.1 Oxidacéao em eritrocitos

As ERO podem causar profundas lesbes em eritrocitos, diminuindo seu
periodo de vida util, em especial nos pacientes com anemia falciforme e
talassemias. Situagdes semelhantes ocorrem também na deficiéncia da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), bem como em oxidagdes adquiridas
por ingestdo de drogas oxidantes e inalagdo de poluentes oxidantes
(Winterboum, 1990; Nasserullah el al., 2003). A suscetibilidade da hemoglobina
oxigenada (Oxi-Hb) em se auto-oxidar esta relacionada a capacidade de um
elétron do ferro ligado ao grupo heme tornar-se desemparelhado. A molécula
da hemoglobina, em especial a regido ndo polar que contém o grupo heme,
necessita que o ferro esteja no estado ferroso (Fe2+) para que 0 mesmo exerca
o transporte reversivel do oxigénio. Qualquer modificacdo neste complexo
quimico que protege o grupo heme pode permitir o acesso de pequenos ions
ou moléculas de agua, com deslocamento de elétrons do grupo heme e,
conseqlientemente, dar origem a formacdo de radicais superoxido (O2%),
desencadeando o processo de oxidacdo da hemoglobina (Naoum, 1996;
Wagener et al., 2001; Halliwell & Gutteridge, 2007).

No curso normal dos eventos bioldgicos que acontecem dentro do
eritrocito, ocorre um discreto grau de autoxidagdo espontanea da hemoglobina
(Das & Essman, 1990; Winterboum, 1990) Esse processo € normalmente
neutralizado pelas defesas antioxidantes da célula. Qualquer situacao
patolégica que estimule o processo oxidativo da hemoglobina, ou que
desequilibre as defesas antioxidantes, aumentara a geragcao de radicais livres
no eritrocito (Figura 9) (Winterbourn, 1990). Entre estas situagbes, destaca-se a
anemia falciforme, cuja susceptibilidade oxidativa se localiza nos
hidroperéxidos da membrana das células falciformes, e as talassemias,
principalmente, a talassemia beta, que por excesso de ferro circulante, além
dos hemicromos ligados a membrana e dos complexos residuais de ferro
intracelular, tornam as células eritrocitarias altamente sensiveis a oxidacao
(Waugh et al., 1987; Wagener et al., 2001).
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1.12.2 Defesas antioxidantes nos eritrocitos

Os eritrécitos sédo células que possuem sistemas enzimaticos bastante
especificos, capazes de diminuir e neutralizar a reatividade dos radicais livres
(Figura 10). Alguns sistemas estdo localizados na membrana celular e no
citoplasma eritrocitario, e também extracelularmente. Na autoxidagdo da
hemoglobina, a enzima metahemoglobina redutase dependende de NADH
reconverte a metahemoglobina para deoxihemoglobina; esta por sua vez
retorna ao estado inicial de oxihemoglobina. O radical superéxido (O.")
formado no desencadeamento da oxidagdo da hemoglobina para
metahemoglobina sofre acdo enzimatica da superdxido dismutase (SOD)
dismutando-a em peroxido de hidrogénio (H20O;), que possui reatividade
limitada (Naoum, 1996). A reducdo do H,O; a agua (H,O) é realizada por um
ciclo continuo mediado pela catalase e glutationa peroxidase. A manutengao
dos niveis elevados da glutationa peroxidase (GPx) é essencial para proteger e
manter no estado reduzido os grupos constituidos por compostos
organosulforados (grupo thiol) das enzimas celulares, bem como das proteinas
intermembrana e do citoesqueleto. Além disso, a atividade de GPx é
dependente da glutationa reduzida. A enzima glutationa redutase (GR)
dependente de NADPH reconverte continuamente a glutationa oxidada (GSSG)
para o estado reduzido. Cabe destacar que a glutationa reduzida além de ser
um substrato para a GPx, também ¢é o principal composto antioxidante
intracelular. A catalase, por sua vez, tem atuacao importante, pois decompde
H,O, em H;O. O tocoferol (vitamina E) € um dos mais importantes
antioxidantes localizado na membrana eritrocitaria, com a fungdao de
interromper o processo oxidativo e evitar a propagacéao da geracao de radicais
livres (Dailly et al., 1998). Extracelularmente, o acido ascoérbico destaca-se
entre 0os mais eficientes mecanismos biolégicos com capacidade redutora,
atuando sinergisticamente com o tocoferol, transferrina e ceruloplasmina. As
defesas antioxidantes dos eritrocitos estdo, portanto, relacionadas com o
potencial oxidativo que atinge a célula e, normalmente, suas acdes consistem
em neutralizar a geragao de radicais livres e restaurar as lesbes de causa
quimica (Naoum, 1996; Hallwell & Gutteridge, 2007). O radical superéxido

gerado no processo de transformagdo da oxihemoglobina para
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metahemoglobina, ao se ligar com Fe* proveniente da deplegdo do grupo
heme promove uma reacdo com a liberagdo de Fe?*. Este, por sua vez, ao se
combinar com H,O, desencadeia a Reagdo de Fenton, com a liberagdo do
danoso radical hidroxila (OH®) (De Freitas & Meneghini, 2001; Halliwell &
Gutteridge, 2007). Por esta razdo, as ceélulas mantém um rigido controle da
homeostase metalica. O transporte de metais € altamente regulado e a maioria
destes esta de alguma forma complexado a enzimas e proteinas, onde séo
armazenados, ou fazem parte da estrutura funcional das mesmas (Thomas et
al., 1998). Nesse processo, 0 Fe® participa de continuas reacdes com o radical
superoxido, causando estresse oxidativo e contribuindo para aumentar a
rigidez da membrana eritrocitaria, cujo potencial antioxidante depende
principalmente da vitamina E e beta-caroteno (Shinar et al., 1987; Naoum,
1996; Hallwell & Gutteridge, 2007).

As situagdes que desequilibram as agdes antioxidantes do eritrécito
podem ser devidas a um excesso proveniente do meio externo (poluicao
ambiental e drogas, ambas com potencial oxidante), ou por causas enddgenas
— no caso, as deficiéncias das enzimas antioxidantes: CAT, SOD e GPx. Além
dessas alteragcdes hereditarias bastante especificas, outras situagcdes que
envolvem um descontrole na sintese de metahemoglobina com aumento da
sua concentragao sao capazes de causar constante estresse oxidativo, como
sdo os casos das hemoglobinas instaveis, metahemoglobinopatias por HbM e
metahemoglobinemias por deficiéncias das enzimas que compdem o sistema
da metahemoglobina redutase (Shinar et al., 1987; Naoum, 1996; Wagener et
al., 2001; Hallwell & Gutteridge, 2007).
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Figura 10. Principais enzimas antioxidantes capazes de neutralizar a agdo dos radicais livres
(Reproduzido de Mruk et al., 2002).

1.12.3 Processo oxidativo na Anemia Falciforme

A AF é uma doenca hereditaria que se caracteriza por um quadro de
anemia hemolitica. A causa basica dessa alteragcao se deve a presenca da HbS
em concentragdes superiores a 90% do conteudo total de hemoglobina nos
eritrocitos. A HbS quando submetida a desoxigenagao, se polimeriza alterando
a morfologia eritrocitaria, tornando-a no formato de foice (Naoum, 1996).
Acredita-se que os eritrocitos falcizados estejam sob constante estresse
oxidativo e, assim, liberem produtos de degradacdo da HbS (complexos de
Fe** e Fe*), que atacam a membrana eritrocitaria e catalisam a destruigao de
hidroperoxidos lipidicos com a formagao de radicais alcoxil e peroxil (Becker et
al., 2004). A geragao destes radicais amplia as lesdes devido aos processos
continuos de novos ciclos de peroxidacao lipidica, resultando na liberagao de
alcanos como o malondialdeido (MDA) e alquenos como o 4-hidroxi-2-nonenal
(4-HNE) (Dailly et al., 1998; Cesquini et al., 2003). Dosagens destes produtos
de peroxidacao lipidica em eritrécitos falcizados confirmam esta hipotese. No
entanto, avaliacbes mais recentes e precisas ndo sao encontradas na literatura,
apenas a sugestdo de que ocorre estresse oxidativo nestas células. Medidas

de dano em outros compostos celulares, além de lipidios, nunca foram
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realizados e nem mesmo dosagens mais acuradas dos niveis de compostos

antioxidantes, como glutationa ou de enzimas antioxidantes.

O estresse oxidativo nos eritrocitos irreversivelmente falcizados se deve
a varios fatores, tais como: produtos enddgenos da peroxidagéo lipidica da
prépria membrana do eritrocito, a exposicdo a oxidagdes exdgenas e,
possivelmente, a falha dos mecanismos antioxidantes. Portanto, as lesbes
causadas pela geragao de radicais livres na anemia falciforme dependem da
proporcdo das células falciformes irreversiveis. Dados da literatura indicam
que, quando esta proporcao se situa entre 5 e 25% do total de eritrécitos, o
nivel de produtos oxidativos gerados da membrana (dano em lipidios) do
eritrocito estd aumentado, resultando em profundas modificagdes. Quando a
proporcao das células falciformes irreversiveis € menor que 5%, o estresse
oxidativo é baixo com poucas consequéncias lesivas aos eritrécitos com HbS
(Franck et al., 1985; Das & Essman, 1990).

1.12.4 O 6xido nitrico (NO) na Anemia Falciforme

O 6xido nitrico (NO) constitui uma das menores e mais simples
moléculas biossintetizadas. O NO é um radical livre, gasoso, inorganico,
incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, portanto,
possuindo um elétron desemparelhado. E moderadamente soltvel em agua e
sua meia vida varia de 3 a 60 segundos. O NO reage facilmente com oxigénio,
radical superdoxido ou metais de transicdo como ferro, cobalto, manganés ou
cobre (Misra & Fridovich, 1972). Dependendo do meio em que se encontra, o
NO pode atuar como oxidante ou redutor, sendo que a sua oxidagado produz
nitrito e nitrato. E citotdxico e vasodilatador, modula as reacdes inflamatérias e
antiinflamatadrias, dependendo do tipo celular e do estimulo, inibe a agregacéo
plaquetaria e regula a fungédo imunoldgica. O NO tem alta afinidade pelo heme,
encontrado em proteinas intracelulares (6xido nitrico sintase, cicloxigenase e
guanilato ciclase) e também liga-se em grupos —-SH, formando tiol
(Bonaventura et al., 2002; Gladwin et al., 2004).

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel essencial no
processo de relaxamento do vaso sanguineo. Em condigdes fisiologicas, o

relaxamento vascular ocorre quando receptores da membrana das células
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endoteliais sdo ativados por estimulos soluveis (incluindo-se acetilcolina,
bradicinina, adenosina difosfato, substancia P, serotonina e outros) ou quando
ha um aumento do atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada
endotelial (shear-stress), levando a ativagdo da e-NOS presente nestas células
e a consequente producado de NO. A e-NOS esta estrategicamente ancorada a
membrana da célula endotelial, o que favorece a presenca de grandes
quantidades de NO proximo a camada muscular do vaso e as células
sanguineas circulantes. Em resposta a agonistas como a bradicinina, ocorre a
fosforilagdo da e-NOS, determinando sua translocagao para o citosol. Este
mecanismo provavelmente tem um papel na regulacéo da producao de NO in
situ e na sua atividade biologica (Figura 11). O NO produzido na célula
endotelial difunde-se rapidamente para a célula muscular e para o lumen
vascular. A difusdo rapida e a facilidade com que esta molécula penetra em
outras células, gragas ao seu pequeno tamanho e a sua caracteristica lipofilica,
sao cruciais para o entendimento das suas atividades bioldgicas. No interior da
célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato
ciclase, acarretando uma alteragcdo da conformacao desta enzima, tornando-a
ativa. A guanilato ciclase ativa catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da
molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formag¢ao de guanosina
monofosfato ciclica (GMPc). O sistema GCGMPc parece ter uma importancia
central para a acgéo fisiolégica do NO. O aumento da concentragdo de GMPc na
célula muscular resulta no relaxamento desta célula. O mecanismo de
relaxamento envolve a diminuigdo da entrada de Ca®* para a célula, a inibigao
da liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico e o aumento do seqiiestro de
Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico. O mecanismo pelo qual o NO é removido
da GC apés ocorrer a vasodilatacdo necessaria € desconhecido. Sabe-se que
a producao de GMPc é interrompida segundos apés a remogao do NO da
enzima guanilato ciclase (Gladwin et al., 2004).

O NO que deixa a célula endotelial em dire¢do a corrente sanguinea
pode penetrar nas plaquetas, especialmente nas que se encontram justapostas
a parede do vaso ou nas hemacias (Figura 11). No interior das plaquetas, de
modo analogo ao da célula muscular, o NO promove um aumento de GMPc e a
conseqiiente diminuicdo do Ca®" livre. Como o Ca?* é essencial para o

processo de ativagao plaquetaria, esse processo € inibido. As plaquetas
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humanas possuem e-NOS e sao também produtoras de NO. Tanto o NO
oriundo das células endoteliais quanto o produzido endogenamente sao
importantes no controle da fungéo plaquetaria (Reiter et al., 2002).

Se o NO penetra nas hemacias, ele é eliminado através de sua reacao
com o ferro da hemoglobina, tanto oxigenada (Hb-O;) quanto desoxigenada
(Reiter et al., 2002).

* Hb-O; + NO — Metemoglobina (metHb) + NO3 -
* Hb + NO — Nitrosil-hemoglobina (NO-Hb)
* NO-Hb + O, — MetHb + NO3~

Na AF, a polimerizagdo da HbS gera uma desestabilizagdo da
membrana do eritrécito e a destruicdo prematura de 10% do total de eritrécitos
por dia, que equivale a 30g/dia de hemoglobina descompartimentalizada.
Aproximadamente, 30% de toda hemdlise ocorre dentro dos vasos, e é
suficiente para saturar o sistema de sequestro da hemoglobina. Assim, a
hemoglobina livre retétm NO, diminuindo a sua biodisponibilidade e a
vasodilatagcao (Reiter et al., 2002). Trabalhos atuais propdem medidas
alternativas para aumentar a disponibilidade do NO como a inalagao diaria do
gas, terapias que aceleram oxidagdo ou que fazem sequestro da hemoglobina
livre e/ou suplementagdo com L-arginina (Reiter et al., 2002).

Recentemente, o citrato de sildenafil mostrou-se eficaz para tratamento
das crises de priapismo em doentes falciformes. A agao deste medicamento se
da pela inibicdo potente e seletiva da enzima fosfodiesterase tipo 5, que
promove a degradacdo da GMPc. Assim, o citrato de sildenafil promove a
manutencdo de niveis elevados de GMPc, amplificando a resposta do NO no
endotélio vascular, facilitando, assim, a saida do sangue do corpo cavernoso
do pénis (Machado et al., 2005).
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Figura 11. Mecanismo de agdo do oxido nitrico (NO) no endotélio vascular (Reproduzido de
Gladwin et al., 2004).

1.13 Rotas metabodlicas e G6PD

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é composta por um dimero ou
tetramero de cadeias polipeptidicas idénticas, constituido por 515 aminoacidos
e com peso molecular de 59.256 Da. Para a sua atividade, esta enzima requer
NADP. A G6PD catalisa o primeiro passo na via das hexoses monofosfato. Ela
oxida glicose-6-fosfato a 6-fosfogliconato, reduzindo NADP a NADPH. A via
das hexoses monofosfato é a unica fonte de NADPH nos eritrécitos e nos
reticulécitos e ainda serve para produzir a ribose necessaria para a sintese de
nucleotideos nas vias de salvacdo. A principal fungdo desta via é proteger as
células sanguineas vermelhas contra o dano oxidativo. O NADPH & um cofator
necessario em muitas reacdes de biossintese, sendo utilizado na reducéo da
glutationa. Esta, por sua vez, age como um sequestrador de metabdlitos
oxidativos na célula, e é capaz de decompor o peroxido de hidrogénio (H203) a
agua (Yoshida & Beutler, 1986). Os eritrocitos sdo particularmente uma fonte
rica em CAT, mas esta enzima é relativamente ineficiente em remover os
niveis de peréxidos. Portanto, a G6PD é uma enzima que controla a atividade
redutora da célula (Beutler, 1994; Nasserullah et al., 2003).
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A deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) afeta
mais de 200 milhdes de pessoas no mundo e apresenta freqiéncia
relativamente alta em afro-americanos (13%) e populagdes do mediterraneo (5
a 40%). Possui heranca ligada ao X e seu locus esta localizado na regiéo
telomérica do brago longo do cromossomo X, tendo como principal
manifestacdo a anemia hemolitica. A hemdlise pode ser desencadeada por
infeccbes e por algumas drogas com propriedades oxidativas, como acido
acetil salicilico, vitamina K, cloranfenicol e antimalaricos (Tabela 5). A G6PD
presente nos neutréfilos e eritrocitos € codificada pelo mesmo gene, localizado
no cromossomo Xg28 e esta pode sofrer freqlentes mutacgdes, tendo sido

relatadas mais de 200 variantes (Beutler, 1994).

Niveis muito baixos de G6PD (abaixo de 5% do normal) nos neutrdfilos,
podem ser encontrados em algumas raras mutagdes, levando a falha no
metabolismo oxidativo e consequente redugdo da atividade microbicida
dependente de oxigénio dos fagodcitos. Nesses casos raros, os pacientes com
deficiéncia de G6PD tornam-se susceptiveis a infeccdes repetidas. Os locais
mais afetados sédo pulmdes, figado, pele, trato gastrointestinal e linfonodos. A
osteomielite quando presente requer uma resolugdo dificil. Foram relatadas
também lesbes nos olhos, incluindo cornea e retina. A morte normalmente
resulta de infecgdes fungicas, principalmente causadas por espécies de
Aspergillus (Beutler, 1994; Nasserullah et al., 2003)

Em pacientes com deficiéncia em G6PD, as bactérias s&o fagocitadas
porém, nao sao destruidas. Desta forma, esses individuos tendem a
desenvolver abcessos e granulomas crénicos que podem levar a complicagdes
nao infecciosas como hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia,
hipergamaglobulinemia, diarréia cronica e obstrugdo granulomatosa em certos
orgaos, podendo ser fatais (Beutler, 1994). A maioria dos pacientes desenvolve
os sinais e sintomas durante os dois primeiros anos de vida, entretanto, alguns
deles manifestam ainda no periodo neonatal. A linfoadenopatia esta presente
em quase todos os casos e geralmente € uma das primeiras manifestagcbes da
doenca. Abcessos hepaticos e perihepaticos podem ser ocasionalmente os

primeiros achados (Beutler, 1994; Nasserullah et al., 2003). O diagnéstico &
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estabelecido avaliando o nivel de atividade da G6PD nos pacientes suspeitos
(Beutler, 1994; Nasserullah et al., 2003).

Tabela 5. Drogas e Quimicos Associados com Hemolise em Individuos com
Deficiéncia da G6PD, segundo Beutler, 1994.

Drogas

Associacao Definitiva

Associacao Possivel*

Antimalaricos

Sulfonamidas

Nitrofuranos
Analgésicos-Antipiréticos

Outros

Primaquina, Pamaquina e
Pentaquina

Sulfonamida,
Sulfanilamida
Sulfacetamida
Sulfapiridina
Sulfametoxasol

Tiazolesulfona
Diafenilsulfona (DDS)
Dapsona

Nitrofurantiona

Acetanilida

Acido Nalidixico
Naftaleno

Niridazol
Fenilhidrazina

Azul de Toluidina
Trinitrotuluento (TNT)
Azul de Metileno
Fenazolpiridina

Cloroquina

Sulfametoxipiridazina
Sulfadimidina

Cloranfenicol
Vitamina K analogas

*Causam hemodlise significativa apenas quando administradas em doses terapéuticas elevadas
ou quando ingeridas por individuos com variantes da classe |I.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Tracar o perfil oxidativo e bioquimico de pacientes que apresentam

anemia falciforme ou traco falciforme.

2.2 Objetivos especificos

» Determinar indices hematimétricos (eritrograma, leucograma e contagem
de plaquetas) nos individuos normais (HbAA), heterozigotos (HbAS) e nos
homozigotos para anemia falciforme (HbSS);

= |dentificar ou ndo a mutagao no gene da globina 3 através da reagao da
polimerase em cadeia (PCR) nos individuos citados acima;

» Medir a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e superdxido dismutase (SOD) nos eritrocitos;

» Medir a atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) nas
hemacias dos individuos acima citados;

= Quantificar a glutationa total (GSH), principal composto antioxidante nas
hemacias;

» Determinar o dano oxidativo em proteinas citosodlicas tanto no plasma
quanto no hemolisado celular dos individuos;

» Determinar o dano oxidativo em lipidios de membrana dos eritrocitos
gerado pelo estresse oxidativo caracteristico da patologia;

= Determinar os niveis de vitamina C no soro;

» Determinar os niveis séricos da proteina C-reativa ultra-sensivel
(CRPus);

= Determinar os niveis de ferro total no plasma;

= Determinar os niveis séricos de ferritina;

= Determinar os niveis séricos de transferrina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sujeitos

Foram coletadas 78 amostras de sangue total de individuos de ambos os
sexos, origens étnicas distintas, provenientes de diversas regides do estado do
Rio Grande do Sul cadastrados no Centro de Apoio ao Portador de Anemia
Falciforme (CAPAF/RS) e/ou no setor de Hematologia da Faculdade de
Farmacia da UFRGS. Os participantes da pesquisa assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO 2) e foram submetidos a um
questionario nutricional (ANEXO 3).

A anadlise das hemoglobinas dos pacientes foi realizada por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), equipamento Variant® que
utiliza o kit B-talassemia Short Program, da Bio-Rad® (Figuras 12 a 14) e
analise molecular através da reagdo da polimerase em cadeia (PCR) (Figura
15). Desta forma, obtivemos 30 individuos normais (HbAA), 28 individuos trago
falciforme (HbAS) e 20 pacientes com anemia falciforme (HbSS), sendo 24
homens e 54 mulheres com idade entre 20-40 anos. O perfil hemoglobinico
dos individuos participantes do estudo encontram-se agrupados na tabela 6.
Os individuos controle e os trago falciforme foram selecionados das mesmas
familias que os pacientes falciformes para diminuir a variabilidade genética e
habitos alimentares. Nenhum dos participantes era deficiente em glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e os individuos normais eram saudaveis e nao
anémicos. Estes também nao apresentavam complicagcbes médicas e nao
faziam uso de vitaminas e/ou suplementos minerais. Individuos fumantes,
transfusionados e que sofreram crise hemolitica nos trés meses que
antecederam o estudo foram excluidos da amostragem.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) na reuniao nuamero 30, ata 51 de
novembro de 2004, por estar de acordo com a Resolugao 196/96 do Conselho

Nacional de Saude.
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Figura 12. Cromatograma representativo de um individuo normal (HbAA), cujos valores das

hemoglobinas estdo expressos em % de acordo com a area de cada pico obtido.
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Figura 13. Cromatograma representativo de um individuo heterozigoto para anemia falciforme

(HbAS), cujos valores das hemoglobinas estéo expressos em % de acordo com a area de cada

pico obtido.
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Figura 14. Cromatograma representativo de um doente falciforme (HbSS), cujos
valores das hemoglobinas estdo expressos em % de acordo com a area de cada pico
obtido.

Tabela 6. Perfil hemoglobinico dos individuos participantes da pesquisa.

Hb (%) n A A, F S
Grupos
HbAA 30 96,56 2,77 066 -
HbAS 28 56,10 4,2 0,33 39,26
HbSS 20 - 3,91 11,60* 74,54

Os resultados representam a média percentual dos valores de hemoglobina obtidos por
quantificacdo em HPLC. *Apenas trés dos vinte pacientes falciformes fazem uso da
hidroxiuréia, terapia que aumenta a sintese da hemoglobina fetal, deixando os valores

falsamente elevados.
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, para
visualizagéo do resultado da digestdo enzimatica com a enzima Dde I. Todos os HbAS, HbSD,
HbSC e HbSS identificados por HPLC tiveram a confirmagdo do seu perfil por técnica
molecular. A mutagédo no codon 6 (GAG — GTG) elimina um sitio de restrigdo para a enzima
Dde I, assim, apés a digestao o alelo normal gera 3 fragmentos de 78pb, 201pb e 88pb, e o
alelo mutante gera 2, um de 288pb e o outro de 87pb. As linhas 3 e 6 sdo HbAA, as linhas 2,8-
12 sdo HbAS, a linha 5 é HbSS e a linha 4 € HbSD. A linha 1 é o produto do PCR n&o digerido.

3.2 Amostras Clinicas

O sangue periférico (10 mL) foi coletado por pungédo venosa realizada
por profissionais capacitados, utilizando EDTA 5% e citrato 2% como
anticoagulantes e tubo sem anticoagulante com gel separador. O tubo de
vacuo foi imediatamente aberto apdés a coleta, para evitar o processo de
falcizagdo dos eritrécitos dentro dos tubos. O plasma foi removido apéds
consecutivas centrifugagdes (10 min,1500 rpm) e lavado com NaCl (0,9% p/v).
Os eritrécitos foram resuspendidos em PBS (50 mM NaCl, 0,1 M
Na,HPO4/NaH,PO4, pH 7,4). Para a obtengédo dos extratos, as hemacias foram

lisadas utilizando etanol 2% (1:10).
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3.3 Medida da atividade das enzimas antioxidantes

3.3.1 Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) nas hemacias foi determinada por
método espectrofotométrico, em que se monitorou a decomposicdo do H,O; a
240 nm (Pinto & Bartley, 1969; Taniguchi & Gutteridge, 2000).

3.3.2 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) nos eritrécitos foi determinada
observando-se o decaimento do NADPH a 340 nm (Pinto & Bartley,1969;
Taniguchi & Gutteridge, 2000).

3.3.3 Superoxido Dismutase (SOD)

A medida da atividade da superéxido dismutase (SOD) nas hemacias foi
determinada utilizando o Kit RANSOD® (RANDOX BRASIL Ltda). Este método
emprega a xantina e xantina oxidase para gerar radicais superoxido os quais
reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol (INT) que
forma o composto vermelho de formazan. A atividade da superéxido dismutase

foi medida através do grau de inibicdo dessa reagao a 505 nm.

3.4 Atividade da Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

O ensaio OSMMR (Kit OSMMR 300 G6PD — R&D Diagnostics Ltda)
utiliza a glicose-6-fosfato desidrogenase, a qual, na presenca de NADP,
catalisa a reagdo da glicose-6-fosfato para 6-fosfogliconato. O NADPH
produzido € medido colorimetricamente em modo cinético a 340 nm (Beutler,
1994; Nasserullah et al., 2003).

3.5 Ensaio da Glutationa Total (GSH) — defesa ndo enzimética

A quantificagdo da glutationa total (GSH) nas hemacias foi feita a 412

nm, observando o aparecimento de uma coloragcdo amarela, produto da

79



oxidagdo do acido 5,5 -bisditio-2-nitrobenzéico (DTNB). O padrao contendo 1
mM GSSG e o branco foram medidos separadamente (Akerboom & Sies,
1981).

3.6 Quantificacao da Vitamina C

A vitamina C foi quantificada por HPLC segundo o método descrito por
Karatepe (2004). Apds o soro ter sido desproteinizado com acido perclorico
0,1M, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 4500 rpm. O método
analisa amostras aquosas contendo vitamina C, usando a coluna LC-18-DB e
deteccao espectrofotométrica (Chemical Laboratory LC — 10AD Shimadzu) a
250 nm. Os cromatogramas obtidos foram analisados pelo software EZChrom
(Analysis System version 1.63). A fase mével era composta por 82,5:17,5 (v/v)
de fosfato de potassio monobasico 30 mM (pH 3,6) e metanol. O fluxo foi
mantido a 1,2 mL/min e os cromatogramas foram monitorados a 250 nm. Foi
tracada uma curva de calibragao utilizando 2.5; 12,5 e 25 mM do padrao da

vitamina C.

3.7 Avaliacao de dano oxidativo em componentes celulares

3.7.1 Proteinas plasméticas e do hemolisado celular

A presenca do grupamento carbonil é um indicativo de oxidacdo. As
amostras de plasma e do hemolisado celular foram adicionadas 0,2 mL de
acido tricloroacético (TCA) 10% e colocadas no gelo por 5 minutos. Apds a
centrifugacédo (5 min, 8000g), foi adicionado 1 mL de 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) 10mM em HCI 2M as amostras e 1 mL de HCI 2M nos tubos brancos e
deixados por 90 min a 37°C. As proteinas foram dissolvidas em guanidina 6M e
os interferentes foram removidos apdés lavagens com etanol-acetato de etila 1:1
(v/v). A medida do dano foi feita por leitura de absorbéncia a 370 nm (Bradford ,
1976; Levine et al., 1990; Levine, 2002).

3.7.2 Lipidios de membrana

Radicais livres liberados em reag¢des oxidativas durante a peroxidacao

lipidica levam a formacao de hidroperdxidos lipidicos que se decompdem em
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varios produtos secundarios, tais como: aldeidos, cetonas, etc. Dentre os
aldeidos que podem ser formados estd o malondialdeido (MDA). A sua
quantificacdo foi feita por HPLC segundo o método descrito por Karatepe
(2004). 600uL de acido perclorico 0,1M foi adicionado as amostras de soro dos
individuos com a finalidade de precipitar as proteinas e liberar o MDA a elas
ligado. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 4500 rpm e analisadas por
HPLC. O método analisa amostras aquosas contendo MDA, usando a coluna
LC-18-DB e deteccao espectrofotométrica (Chemical Laboratory LC — 10AD
Shimadzu) a 250 nm, pico de absor¢do maxima do anion enolato livre do MDA.
Os cromatogramas obtidos foram analisados pelo software EZChrom (Analysis
System version 1.63). A fase mével foi composta por 82,5:17,5 (v/v) de fosfato
de potassio monobasico 30 mM (pH 3,6) em metanol. O fluxo foi mantido a 1,2
mL/min e os cromatogramas foram monitorados a 250 nm. A curva de
calibracdo foi tragada a partir de uma solucido estoque de MDA 10 mM
(Esterbauer & Cheeseman, 1998).

Data:uUIToE63 .DO1 Method:UITBO3 M1 Ch=2
Chrom:UITH83.C81 Back chrom: RT: 035  Lews: 113771 Atten:7
bs

0/ L0RB5TH)

100

50

. 032/ 40558

Figura 16. Cromatograma representativo da vitamina C e do MDA, respectivamente, de um
doente falciforme (HbSS). Ao soro foi adicionado 0,6 mL de acido perclérico 0,1M e apds
centrifugagéo (10 min, 4500 rpm), injetou-se 100 puL no HPLC. Utilizou-se uma coluna LC-18-
DB, cuja fase movel era composta por 82,5:17,5 (v/v) de fosfato de potassio monobasico 30
mM e metanol (pH 3,6). O efluente foi monitorado a 250 nm, segundo método descrito por
Karatepe, 2004. Os picos da vitamina C e do MDA eluem a 1,950 min e 5,032 min, e possuem

uma area de 1068578 e 40588, respectivamente.
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3.8 indices Hematimétricos

Os hemogramas foram obtidos utilizando o equipamento ABX Micros
60° (ABX Diagnostics Ltda), em contador automatizado de células (método de
impedancia). O exame diferencial foi realizado através de extens&o sanguinea
com coloragcdo de May Grunwald — Giensa e visualizado ao microscopio 6ptico
com aumento de 400 vezes. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada

mediante analise de 100 leucdcitos.

3.9 Caracterizacdo Molecular pela Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)

O DNA foi extraido dos leucdcitos dos pacientes, amplificado em PCR e
cortado com enzima de restricdo Dde I. A mutagdo no codon 6, elimina o sitio
de restricdo da enzima, assim, apds a digestdo o alelo normal gerou trés
fragmentos: 78pb, 201pb e 88pb e o alelo mutante gerou apenas dois, um de
288pb e outro de 87pb (Saiki et al, 1985; Saiki et al, 1988; Sutton et al., 1989).

3.10 Ferro total

Para a dosagem de ferro total no plasma (200uL), adicionou-se o acido
nitrico 4% v/v (concentragdo final) com o objetivo de digerir a amostra. A
digestao foi feita em chapa de aquecimento a 200°C, até que o volume se
reduza a 1mL. O ferro é, entdo, liberado na sua forma livre. O conteldo de
ferro presente no plasma foi determinado em espectrofotdmetro de absorgao

atdbmica /chama ar acetileno (Srinivasan et al, 2000; Doner & Ege, 2004).

3.11 Transferrina
A transferrina foi quantificada no soro por método imunoturbidimétrico,
utilizando o Kit Transferrina Turbiquest® (Labtest Diagnéstica Ltda), sendo que

os resultados foram expressos em mg/dL.

3.12 Ferritina
A dosagem da ferritina no soro foi realizada no aparelho Cobas Mira
Plus (Roche®) segundo o protocolo do kit Ferritina Turbiquest® (Labtest

Diagnéstica Ltda) utilizando a turbidimetria para quantificagao final em ng/mL.
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3.13 Proteina C reativa ultra-sensivel (CRPus)
Para quantificacdo da CRPus sérica foi utilizado o kit Biosys®. A técnica
de imunoturbidimetria permitiu detectar uma concentragcdo minima de 0,05

mg/L. Os resultados obtidos foram expressos em mg/L.

3.14 Descarte do material biolégico
O descarte do material bioldgico foi realizado segundo resolugéo da
diretoria colegiada — RDC 306, de 7 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria.

3.15 Calculos e Estatistica

Os resultados foram expressos como meédias * desvio padréao e
analisados utilizando-se o Teste ANOVA de uma via com posterior teste ad
hoc. Foi utilizada a correlagao de Pearson. Os resultados obtidos neste estudo
foram analisados através do programa SPSS (versao 8.0 para Windows) em
um computador PC compativel. Os valores foram considerados

estatisticamente significativos para P<0,05.

83



4. RESULTADOS E DISCUSSAO (ARTIGOS)

84



Artigo submetido

Annals of Hematology

85



Blood antioxidant parameters in sickle cell trait subjects and
sickle cell anaemia patients

Manfredini Vanusa *2, Lazzaretti Luisa L. *, Griebeler Isabel H. *, Santin Ana P.
' Wagner Sandrine C.", Castro Simone S. ', Peralba Maria C. R. ® and
Benfato Mara S. **2

*Laboratério de Estresse Oxidativo, Departamento de Biofisica, Instituto de
Biociéncias, Porto Alegre, Brazil

! Laboratdrio de Hematologia, Faculdade de Farmacia, Porto Alegre, Brazil

2 Programa de Pds-Graduagéo em Biologia Celular e Molecular, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

® Departamento de Quimica Inorganica, Instituto de Quimica, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

*aAddress correspondence to:
Dr. Mara Silveira Benfato
Departamento de Biofisica, Instituto de Biociéncias, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul
Av. Bento Gongalves 9500 prédio 43431, Porto Alegre, RS, Brazil,
91501-970
Tel: (55-51) 33087603
Fax: (55-51) 33087003

E-mail mara.benfato@ufrgs.br

Running title: Blood antioxidant parameters in sickle cell anaemia

86



Abstract

Sickle cell anaemia (SCA) is a hereditary disorder with higher potential for
oxidative damage due to chronic redox imbalance in red cells. We measured
antioxidant defenses including catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
superoxide dismutase (SOD), vitamin C, and total glutathione (GSH). We also
determined oxidative damage of proteins in red blood cells (RBC) and plasma
(carbonyl assay). We characterized the membrane damage in terms of lipid
peroxidation by accumulation of malonaldehyde (MDA) by HPLC in 30 healthy
controls, 28 sickle cell trait subjects and 20 SCA patients in steady-state
condition. The data shows that sickle cell trait subjects had significant higher
CAT levels than healthy controls. On the other hand, SCA patients had elevated
levels of GPx and SOD. GSH was higher in SCA patients and sickle cell trait
subjects than healthy controls. Carbonyl assay was noted in plasma but not in
hemolysate. An enhanced production of MDA was observed in the serum of
SCA patients. These results reinforce the idea that patients with SCA are
subjected to chronic oxidative stress and show that sickle cell trait subjects
have higher antioxidant defenses that are able to reduce oxidative damage in

biological macromolecules such as proteins and lipids.

Keywords: Antioxidant systems - Oxidative damage - Sickle cell anaemia

Sickle cell trait subjects
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Introduction

Sickle cell anaemia (SCA) was the first disease to be characterized at the
molecular level [1]. The fault has since been found to be in the gene encoding
the human B-globin subunit with the resulting replacement of 6 glutamic acid
by valine [2,3]. In a low-oxygen-tension environment, the replaced valine can
bind to a complementary hydrophobic site on a 3 subunit of another hemoglobin
tetramer in a polymerization process that leads to the sickling of the red blood
cells. Polymerization of desoxygenated sickle hemoglobin (HbS) tetramers is
central to the process of vaso-occlusions [4]. This event occurs when normally
round red blood cells become sickle shaped and sticky under conditions of
hypoxia, dehydration or acidosis. These cells clump inside large and small
blood vessels, resulting in ischemia, pain and infarction [5,6]. As a result there
is sludging of the sickle blood, vaso-occlusive crises, erythroid hyperplasia in
the bone marrow, hemolysis and an increased intravascular hemolysis. The
irreversibly sickled cells, characteristically seen in the peripheral smear, are red
cells which have been postulated to have a membrane defect, since these cells
leak potassium and hemoglobin and accumulated calcium. Because of these
increased intravascular events, there may be greater utilization of defense
systems [3,7].

The clinical manifestations of SCA are characterized by chronic
hemolytic anemia, recurrent vaso-oclusive painful attacks, frequent bacterial
infections, and, in some cases, eventual loss of organ function [8]. However, a
marked clinical diversity exists in this disease. For instance, some sickle-cell
patients have many vaso-oclusive crises and require frequent blood transfusion

and hospitalizations while others seldom have complications. Although there is
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little doubt that the molecular defect of SCA resides in the hemoglobin,
additional or secondary factors may relate to membrane peroxidative damage
and its effects on the pathophysiology of SCA [9].

Patients with SCA are subjected to increased oxidative stress [10,11],
particularly during vaso-occlusive crises and acute chest pain [10,12,13].
Several aspects of the abnormalities in SCA are thought to result from the
oxidative stress of RBC, white blood cells (WBC) and endothelial cells [14,15]
and activation of platelets [16]. Oxidative stress represents the imbalance
between enhanced generation of reactive oxygen species (ROS) and low
cellular content of antioxidants [17,18]. While continuously subjected to
oxidative stress in cellular environment, the red cell possesses various
antioxidant systems for its protection. The major defense systems include those
that scavenge free radicals such as glutathione, vitamin C, vitamin E and
superoxide dismutase and that reduce hydroperoxides formed by glutathione
peroxidase and catalase [19,20]. ROS can cause damage to biological
macromolecules such as proteins, lipids and DNA [21,22,23]. The insaturated
chain of membrane fatty acids can readily react with free radicals and undergo
peroxidation. This process can become autocatalytic after initiation and yields
lipid peroxides, lipid alcohols and aldehydic by-products, such as, 4-
hydroxynonenal (4-HNE) and malondialdehyde (MDA) [21]. Peroxidative
reactions have long been recognized as potential factors that contribute to
degenerative cellular processes [24,25]. RBC are particularly susceptible to
peroxidative damage because they contain hemoglobin, one of the most
powerful catalysts for initiation of peroxidative reaction [24,25]. Oxidative

damage has been shown to change a number of RBC membrane properties.
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Increased membrane rigidity and decreased RBC deformability can be induced
in vitro as a consequence of oxidant-induced cross-linking of spectrin [26,27].
Similar cross-linking of spectrin has been demonstrated to occur in vivo [28,29].
Oxidative damage can also alter membrane permeability and lead to hemolysis
[27,30]. In addition, oxidative insult can result in immune recognition of RBC
[31]. Other reactions of ROS with proteins result in the oxidation of various
amino acid side chains, often leading to a loss of function [32]. The most widely
studied markers of protein oxidation are protein carbonyl groups. Protein
carbonyl groups are formed by oxidation of the side chains of lysine, proline,
arginine, and threonine residues. In addition to the direct oxidation of protein
side chains, carbonyl groups can be introduced into proteins by Michael
addition reactions of 4HNE, a product of lipid peroxidation [33].

The purpose of our current study is to determine blood antioxidant
parameters in healthy controls, sickle cell trait subjects and sickle cell anaemia
patients, clinically stable. Our study can provide additional information

concerning the antioxidant systems in these patients.
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Materials and methods

Materials
All reagents were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), unless

otherwise stated.

Subjects

Approval for utilizing human specimens was obtained from the Ethics
Comission of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Informed consent

was obtained from all patients and the controls.

Twenty SCA patients and twenty eight sickle cell trait subjects were identified
and characterized by ion-exchange high-performance liquid chromatography
(HPLC) [34] of haemoglobins, molecular study by polymerase chain reaction
amplification (PCR) to determination of the B-like globin gene [35-37] and by
family history studies. All patients were not detectably deficient in red cell
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD). Only patients who had not been
transfused or in hemolytic crisis for at least 3 months prior to study and non
smokers were selected. The 30 control subjects were healthy and not anemic.
They had no underlying medical problems and did not take vitamin or mineral
supplements. They were 24 males and 54 females with an age range of 20-40
years. Healthy controls and sickle cell trait subjects were selected to the same

families’s SCA patients for decreased variability genetics and home diet.

91



Red blood cell separation

Blood samples were provide from Centro de Apoio ao Portador de Anemia
Falciforme (CAPAF/RS). Blood was collected by vein puncture using an acid-
citrate-dextrose vacutainer. The vacuum in the vacutainer was immediately
broken after collection to avoid sickling of cells in the collection tubes. Plasma,
platelets and the buffy coat were removed by consecutive centrifugations and
washing in cold NaCl (0.9% w/v). The resulting red blood cells (RBC) were
suspended in PBS (60 mM NaCl, 0.1M Na;HPO4/NaH;PO4, pH 7.4).
Hemolysates were obtained by lysing RBC with etanol 2% (ratio 1:10) followed
by centrifugation to obtain crude extracts. Plasma was used for protein carbonyl
groups determination and serum was used for MDA and vitamin C

determinations.
Enzyme Activities

Catalase activity was determined spectrophotometrically by monitoring the
disappearance of H,O; at 240 nm [38]. Glutathione peroxidase activity was
determined by monitoring NADPH consumption rate at 340 nm [39]. Superoxide

dismutase activity was determined using RANDOX® kit at 505 nm.
Assay of total glutathione

Crude extracts (1mL) were washed, suspended in 50mM potassium phosphate
buffer (pH 7.4) at a concentration of 10% (v/v) and mixed thoroughly with an
equal volume of cold 10% trichloroacetic acid containing 4mM EDTA. After 10
min incubation the suspensions were centrifuged; 100uL aliquots of the
supernatants of KOH-neutralized trichloroacetic acid extracts were added to

cuvettes containing 1 mL of 100mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)
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containing 1mM EDTA, 50uL 0.4% NADPH in 0.5% NaHCOs;, 20uL 0.15% 5.5'—
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) and 20uL of glutathione reductase solution (6
U/mL). The reaction rate, measured as an increase in absorbance at 412 nm, is

proportional to the glutathione concentration [40].
Carbonyl Assay

Triplicate aliquots of plasma and hemolysate protein (0.8 mL) were added with
0.2 mL of 10% trichloroacetic acid. The samples were centrifuged and 1 mL of
either 2M HCI or 10 mM 2.4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) in 2M HCI were
added to the precipitates and incubated at 37°C for 90 min. The protein was
then dissolved by addition of 6M of guanidine hydrochloride,
dinitrophenylhydrazine excess was removed with ethanol-ethyl acetate 1:1 (v/v).
Quantification was performed using a spectrophotometer at an absorbance of
370 nm. The carbonyl content was calculated using a millimolar absorption
coeffient of the hydrazone of 21.000 M ~' cm ~. Values of carbonyl content for

crude extracts are given in nmol/g hemoglobin [32].

Malondialdehyde (MDA) and vitamin C determination

MDA and vitamin C were measured by HPLC by the method described by
Karatepe (2004). 25 mL of 0,1M perchloric acid and 55 mL of distilled water
were added to a 20 mL aliquot portion of human serum. Addition of acid was
necessary to precipitate proteins and release the malondialdehyde bound to the
amino groups of proteins and other amino compounds. The samples then were
centrifugated at 4500 rpm for 5 min and used for HPLC analysis. The mobile

phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM monobasic potassium phosphate (pH 3.6)-
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methanol, the flow rate was 1.2 mL/min an the chromatograms were monitored

at 250 nm [41].
Statistical analysis

All statistical analyses were performed using SPSS software (version 8.0 for
Windows). Results are expressed as means +SD, and they were analyzed by
one-way ANOVA with the Tukey post hoc test. The results were transformed
using log to MDA and 1/x? to vitamin C. Values of P<0.05 were considered

statistically significant.
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Results

Enzyme activities

Patients (see Table 1 for clinical details) diagnosed as homozygous for
HbS, in steady state, who attended the Laboratory of Haematology, UFRGS,
Brazil, were chosen to participate in the study. Patients were considered to be
in steady state if they were afebrile, had not received blood transfusion nor

experience any vaso-occlusive episode during the previous 3 months.

Table 1. Characteristics of healthy controls, sickle cell trait subjects and SCA

patients.

Characteristic Hb AA Hb AS Hb SS
n 30 28 20
Age (years) 27.95+11.60 32.5+£6.92 24.746.15
Haemoglobin (g/dL) 12.85+1.54 12.48+1.15 8.1£1.61*
Haematocrit (%) 38.59+3.99 37.51+£3.61 23.2244 .48
Reticulocytes (K/mm®) 1.08+0.55 1.16+0.62 7.9+1.90
Platelets (103/|,|L) 272+47.02 318+62.21 374+93.14
Total iron (mg/L) 1.61£0.27 0.910.22 3.4+0.46
Ferritin ng/mL 62+20.18 64+12.39 380+59.56
Transferrin (mg/dL) 276+26.05 253456.47 216146.11

Hb AA, healthy controls; Hb AS, sickle cell trait subjects and Hb SS, sickle cell anaemia patients. The present data are
meanzSD. *Three of the 20 patients with SCA were taking hydroxyurea, a therapy that increases haemoglobin levels on

average.

In erythrocytes, the following Pearson correlations (r) were highly
significant (P<0.05 in all cases) among some of the variables: reticulocytes and
haematocrit correlated negatively (r = -0.015); SOD and GPx activity correlated

positively (r = 0.012), and GPx and CAT activity correlated negatively (r = -
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0.015). Data on the activity of catalase in RBC of healthy controls, sickle cell

trait subjects and with sickle cell anaemia are shown in Fig 1. Erythrocytes from
sickle cell trait subjects had significant higher CAT activity than healthy controls.
On the other hand, GPx and SOD activities were significantly increased in SCA

patients (Fig 2 and Fig 3).
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Fig 1. Activity of catalase (CAT) in red blood cells of healthy controls (HbAA), sickle cell trait
subjects (HbAS) and sickle cell anaemia patients (HbSS). Catalase activity in crude extracts of
RBC was determined spectrophotometrically by monitoring the disappearance of H,O, at 240
nm as described in Materials and Methods. Results are expressed as the means +SD. * indicate

different from P<0.05.
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Fig 2. Activity of glutathione peroxidase (GPx) in red blood cells of healthy controls (HbAA),
sickle cell trait subjects (HbAS) and sickle cell anaemia patients (HbSS). Glutathione
peroxidase activity in crude extracts of RBC was determined by monitoring NADPH
consumption rate at 340 nm. Data are expressed as the means +SD. * indicate different from

P<0.05.
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Fig 3. Activity of superoxide dismutase (SOD) in red blood cells of healthy controls (HbAA),
sickle cell trait subjects (HbAS) and sickle cell anaemia patients (HbSS). Superoxide dismutase
activity in crude extracts of RBC was determined using RANDOX® kit at 505 nm. Results are

expressed as the means £SD. * indicate different from P<0.05.
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Assay of Total Glutathione

The glutathione concentration was higher in SCA patients and sickle cell

trait subjects than healthy controls (Fig 4). Three groups of patients are
statistically different which one.
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Fig 4. Total glutathione (GSH) in red blood cells of healthy controls (HbAA), sickle cell trait
subjects (HbAS) and sickle cell anaemia patients (HbSS). Total glutathione concentration
(reduced plus disulphide) was measured using 5.5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) and
glutathione reductase. The rate of 5.5-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) reduction was recorded
spectrophotometrically at 412 nm. Data are expressed as means +SD. * indicates difference

from HbAA, P<0.05; * difference from HbAS, P<0.05.

Vitamin C determination
Vitamin C (ascorbic acid) is the most potent intra and extracellular
antioxidant. The present study found that SCA patients had significant higher

levels of serum ascorbic acid (Fig 6).
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Fig 6. Levels of vitamin C in serum of healthy controls (HbAA), sickle cell trait subjects (HbAS)
and sickle cell anaemia patients (HbSS). Vitamin C was measured by HPLC by the method
described in Materials and Methods. The mobile phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM monobasic
potassium phosphate (pH 3.6)-methanol, the flow rate was 1.2 mL/min an the chromatograms
were monitored at 250 nm. These results were transformed using 1/x*.of the areas under the

peaks. Data are expressed as means £SD. * indicate different from P<0.05.

Carbonyl Assay

The carbonyl content of hemolysate and plasma proteins from RBCs are

shown in Table 2. The level of protein oxidation indicates the extent of oxidative

damage of proteins in plasma and not in hemolysate. The value is significantly

higher in SCA patients than other groups.
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Table 2. Carbonyl content of haemolysate and plasma in healthy controls,

sickle cell trait subjects and SCA patients.

Groups Carbonyl in haemolysate (hmol / g Hb) Carbonyl in plasma (nmol / g Hb)
HbAA 1.5240.12 2.63£0.60
HbAS 0.83+0.22 2.74+0.56
HbSS 1.07+0.11 3.87+0.33 *
* P<0.05

Malondialdehyde determination

The lipid peroxidation index was determined on the basis of MDA levels

(Fig 5). The highest MDA levels were observed in SCA patients.

log uM MDA
N
—

Hb AA Hb AS Hb 8S

Fig 5. Levels of MDA in serum of healthy controls (HbAA), sickle cell trait subjects (HbAS) and
sickle cell anaemia patients (HbSS). MDA was measured by HPLC by the method described in
Materials and Methods. The mobile phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM monobasic potassium
phosphate (pH 3.6)-methanol, the flow rate was 1.2 mL/min an the chromatograms were
monitored at 250 nm. These results were transformed using log of the areas under the peaks.

Data are expressed as means +SD. * indicate different from P<0.05.
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Discussion

The generation of reactive oxygen species (ROS) is a steady-state
cellular event in respiring cells [18]. Their production can be grossly amplified in
response to a variety of pathophysiological conditions such as inflammation,
immunologic disorders, hypoxia, hyperoxia, metabolism of drug or alcohol,
exposure to UV or therapeutic radiation, and deficienty in antioxidants enzymes.
Uncontrolled production of ROS often leads to damage of cellular
macromolecules (DNA, protein, and lipids). A number of major cellular defense
mechanisms exist to neutralize and combat the damaging effects of these
reactive substances. Enzymatic systems function to directly or sequentially
remove ROS (catalase, glutathione peroxidase and superoxide dismutase),
thereby terminating their activities [18,42]. Sickle cell anaemia (SCA) is a
hereditary disorder with higher potential for oxidative damage due to chronic
redox imbalance in red cells that often results in clinical manifestation of mild to

severe hemolysis in patients with this genetic disorder [43].

It was shown that SCA produced greater quantities of O, ~, H,0, and OH’

than normal RBC [10,14]. SCA patients showed higher SOD activity (Fig 3).
However, we did not observed increased activity of catalase in SCA (Fig 1). The

normal low rate of production of H,0, in RBC seems to be mainly dealt with

GPx, but, catalase does make some contribution if the intracellular

concentration of H,O, is raised, when it becomes more important in removing

7
H,O, [44]. This makes sense in view of the high Km of catalase for H,O, (-10

1A
M s ) and its very high rate of H,0, destruction when high H,O, levels are

present. In our study GPx activity was significantly increased in SCA patients
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(Fig 2). Two others studies with SCA patients from USA shown also increased
GPx activity [19, 45]. The major function of glutathione peroxidase may be the

disposal of organic peroxides rather than removal of H,0,. GPx may protect

both membrane and hemoglobin from peroxidative damage [46,47].
Erythrocytes from sickle cell trait subjects had significant higher CAT activity
than healthy controls. To our knowledge this is the first work measuring
antioxidant enzymes in sickle cell trait subjects. Catalase regulates intracellular
ROS levels by converting H,O, to H,O and O, in peroxisomes [48]. However,
the mechanisms responsible for the regulation of catalase are largely unknown,
particularly the effects of post-translational modifications [49,50]. Recent studies
indicate that c-Abl and Arg (family of mammalian non-receptor tyrosine kinases)
regulate catalase in mouse embryo fibroblasts and that this signaling pathway is
important in the oxidative stress response [49,50]. Moreover, we must have in
mind that transcricional regulation does not occur in the erythrocytes, but must
occur in the bone marrow cells from which all the cells in the circulating blood
are derived. These results reinforce the idea that patients with SCA are
subjected to chronic oxidative stress and indicate that sickle cell trait subjects
suffer from different way of oxidative stress.

Non-enzymatic antioxidants are low-molecular-mass agents that
scavenge free radicals. They are present in extra and intracellular fluids and
some of them come from the diet. In this work we have determined total
glutathione (GSH) and vitamin C levels in serum of healthy controls, sickle cell
trait subjects and SCA patients. Glutathione is a tripeptide (L-y-glutamyl-L-
cysteinyl-glycine), an endogenous hydrophilic antioxidant that serves several

essential functions within the cell. It is present intracellularly at millimolar
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concentration ranges up to 10mM, with 95% present in the reduced sulfhydryl
form and is the main non-protein thiol in aerobic species. GSH is an antioxidant
and is implicated in many biological processes [43]. The role of intracellular
GSH in the detoxification of xenobiotics and reactive oxygen species has been
well established. Furthermore, it is a coenzyme for various enzymes such as
glutathione peroxidase (GPx), which plays an essential protective role against
oxidative stress [43]. Our results shown that SCA patients and sickle cell trait
subjects have higher glutathione concentration than healthy controls (Fig 4).
These result associated with the increase of catalase (Fig 1) suggests that the
sickle cell trait subjects are under oxidative stress, but the antioxidant defenses
are enough to prevent oxidative damage in macromolecules as evidenced for
the lack of damage in lipids and proteins (Fig 5 and Table 2). On the other
hand, vitamin C (ascorbic acid) is the most potent intra and extracellular
antioxidant and come from the diet. It scavenges superoxide anion, hydroxyl
and peroxyl radicals, reacts with hypochlorite and singlet oxygen [43]. We found
that SCA patients had significant higher levels of serum ascorbic acid than
control values (Fig 6). This significant increase of vitamin C levels in the serum
of SCA patients can be explained a time that they possess monthly nutritional
accompaniment. Also a nutritional questionnaire was applied (data not shown)
where it observed the high ingestion of foods rich in ascorbic acid was

observed.

However, although the antioxidant defenses to be increased in the SCA
patients, what it could minimize oxidative stress, in this work we observe that it

has an increase of the oxidative damage in proteins and lipids of membrane.
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The level of protein carbonyl groups, a measurement of the oxidative
damage, was higher in plasma proteins than hemolysate (see Table 2).
Alterations of protein structure by oxidants, with include modifications of amino
acid side chain, covalent cross-linking, and non-enzymatic cleavage, may result
in a partial or complete loss of protein functionality [51,52]. Among plasma
proteins, blood fibrinogen undergoes free radical oxidation and is the most
oxidizable plasma protein [53,54]. Amongst all the amino acids in this hexamer,
21.50% are capable to suffer oxidation and to be detected by the carbonyl
method (see http//srs.embl-heidelberg.de:8000/srs5/). This adhesive plasma
glycoprotein, a dimer composed of three pairs of non-identical polypeptide
chains (a, B, ), plays a central role in haemostasis, but only y-chain may result
in increased activation of plasminogen thereby contributing to fibrinolysis and
proteolysis in areas of inflammation. In response to blood vessel injury, platelets
initiate haemostasis by adhering and spreading over fibrinogen and/or
extracellular matrix components readily exposed at the site of vascular damage.
The adhesive event itself and/or the action of agonists then induce the platelet
activation and aggregation [53,54,55]. When plasma is exposed to a radical-
generating system, fibrinogen is much more susceptible to oxidative
modification compared to other major plasma proteins: albumin,
immunoglobulins, and transferrin. In many in vivo circunstances, such as
inflammation and post-ischemic reperfusion, fibrinogen may undergo the attack
of oxidants. The first biological outcome of oxidative changes to fibrinogen
primary structure is the inhibition of thrombin-catalyzed clot formation. The
introduction of carbonyls in fibrinogen polypeptidy chain was used as an early

marker of the oxidative damage in Alzheimer’s disease (AD) [55]. Oxidized
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proteins accumulate in the AD brain at sites of neurodegeneration and are
found in blood plasma of subjects with AD [55]. Another study showed that
fibrinogen is the only oxidized protein present in human plasma of lung cancer
patients and smokers [56]. In summary, our data indicate that only a relatively
small percentage of plasma proteins are oxidized, but their oxidation levels are
significantly higher in plasma from SCA subjects. The observation of these
oxidized proteins in plasma suggests that these oxidized isoforms may be

useful as diagnostic biomarkers for SCA.

RBC are particularly susceptible to peroxidative damage because they
contain hemoglobin, one of the most powerful catalysts for initiation of
peroxidative reaction [24,25]. In this work we found highest MDA levels in SCA
patients (Fig 5).

Oxidative damage has been shown to change a number of RBC
membrane properties. For, example, Hebbel and Miller [31] treated RBCs with
malondialdehyde (MDA), a by-product of lipid peroxidation, and demonstrated
that such cells were recognized and ingested by macrophages. An increased
MDA level has been found in circulating sickle red cells [57]. In addition,
oxidative damage to hemoglobin can induce band 3 clustering, which in turn
leads to increased autologous immunoglobulin G (IgG) binding to the RBC [58].
Clustering of membrane proteins by Heinz bodies has been demonstrated in
sickle red cells [59,60]. Moreover, Jain [61,62] has found that lipid peroxidation
can cause externalization of phosphatidylserine (PS) in red cell membranes
[63], Schroit and co-workers have found that PS exposure on the outer surface
of RBC membrane is associated with enhanced phagocytosis of RBC by

monocytes [64]. Abnormal exposure of PS on the cell surface can enhanced
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complement activation, which could contribute to cell lysis and could also
enhance blood coagulation [65], which may explain the hypercoagulability in
sickle cell patients. These findings strongly support the notion that peroxidative
damage to the red cell membrane can contribute to the pathophysiology of SCA

[11,19,57].
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Abstract

Sickle Cell Disease (SCD) is characterized by a haemolytic anaemia and
vascular occlusion phenomena, which trigger painful crisis and tissue and
organic lesion. C-reactive Protein (CRP) is a sensitive systemic indication of
inflammation and tissue damage. More specifically, serum CRP is regarded as
an important marker for risk of atherothrombotic events since the elevated level
of high sensitive CRP is associated with cardiovascular events. The
concentrations of hsCRP were determined using immunoturbidometry kit in 30
healthy controls, 28 sickle cell trait subjects and 20 SCD patients in steady-state
condition. The present study has shown that the value of hsCRP is significantly
higher in SCD patients (7.33+6.50) when compared healthy controls
(0.58+0.69). The data suggest that patients with SCD showed a high
inflammatory response in steady-state even when they were not in crisis and it

can be associated with increased risk of cardiovascular events.

Keywords: High sensitivity C-reactive protein; Sickle cell disease; Inflammatory

marker
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1. Introduction

Sickle Cell Disease (SCD) was the first disease to be characterized on
the molecular level (Pauling et al., 1949). The fault has been found to be on the
gene encoding the human B-globin subunit with the resulting replacement of 6
glutamic acid by valine (Steinberg, 1994). In a low-oxygen-tension environment,
the valine replacement can bind to a complementary hydrophobic site on a 3
subunit of another haemoglobin tetramer in a polymerization process that leads
to the sickling of the red blood cells. Polymerization of deoxygenated sickle
haemoglobin (HbS) tetramers is central to the process of vaso-occlusions
(Steinberg, 1994; Steiberg and Brugnara, 2003). SCD is characterized by a
haemolytic anaemia and vascular occlusion phenomena, which trigger painful
crisis and tissue and organic lesion. C-reactive protein (CRP) is an acute phase
protein, which is synthesized in the liver and released after an inflammatory
process or tissue injury (Black et al., 2004). In addition, a large amount of data
indicated that CRP is a sensitive marker of underlying systemic inflammation,
are increased among men and women at risk for future cardiovascular events.
The development of robust assay of superior sensitivity compared to those for
basic CRP measurement has allowed for the distinction patients who have low
levels of inflammation. These high-sensitivity CRP (hsCRP) assays have led to
increasing use of this protein in the study of the inflammation nature of many
chronic diseases including atherosclerosis (Ridker, 2004). The purpose of our
current study is to determine serum concentrations of high sensitivity C-reactive
protein (hsCRP) in healthy controls (HbAA), sickle cell trait subjects (HbAS) and

SCD patients (HbSS), clinically stable, not in haemolytic crisis. Our study can
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provide additional information concerning the cardiovascular risk in these

patients.

2. Materials and methods

2.1 Blood collection and analytical methods

Approval for utilizing human specimens was obtained from the Ethics
Commission of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Informed
consent was obtained from all patients and the controls. All the subjects — 30
healthy controls (HbAA), 28 sickle cell trait (HbAS) and 20 sickle cell patients
(HbSS) — were identified and characterized by ion-exchange high-performance
liquid chromatography (HPLC) (Wilson, 1983) of haemoglobins and by family
history studies. All patients were not detectably deficient in red cell glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD). Only patients who had not been transfused
or in haemolytic crisis for at least 3 months prior to study and not smoking were
selected. The control subjects were healthy and not anaemic. They had no
underlying medical problems and did not take vitamin or mineral supplements.
Healthy controls and sickle cell trait subjects were selected to the same families’

SCD patients for decreased variability genetics and home diet.

Blood samples were providing from Centro de Apoio ao Portador de
anemia Falciforme (CAPAF/RS). Ten millilitre of whole blood was collected for
serum hsCRP concentration. Serum samples were stored at -80°C prior to
assay. The concentrations of hsCRP were determined using

immunoturbidometry at Biosys © Kit as per the manufacturer’s instructions and
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blinded to the clinical information. The assay is reported to have a minimum
detectable concentration of 0.05 mg/L. The concentrations of ferritin and

transferrin were determined using immunoturbidometry at Labtest © Kit.

2.2 Measurement of total iron

Aliquots of plasma (200uL) were resuspended in 1mL of 4% ultrapure
nitric acid and heated at 200°C for 18 h. After complete digestion, TmL was
diluted to 10mL in metal free water and subjected to analysis using an
inductively coupled plasma atomic absorption spectrometer (Perkin EImer 3300)

(Doner and Ege, 2004).

2.3 Statistics

All statistical analyses were performed using SPSS software (version 8.0
for Windows). Results of clinical parameters are expressed as mean + SD and
serum concentrations of hsCRP were analyzed by Kruskal-Wallis test with the
Mann-Whitney post hoc test. Values of P<0.05 were considered statistically

significant.

3. Results

Patients (see Table 1 for clinical details) diagnosed as homozygous for
HbS, in steady state, and who attended the Laboratory of Haematology,
UFRGS, Brazil, have participated in the study. Patients were considered to be
in steady state if they were afebrile, had not received blood transfusion nor

experienced any vaso-occlusive episode during the prior 3 months. The serum
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concentrations of hsCRP in patients are shown in Table 2. The level of hsCRP
indicates the extent inflammatory process in SCD patients (7.3316.50). The

value is significantly higher in SCD patients than in controls ((0.58+0.69).

4. Discussion

C-reactive protein (CRP) is a phylogenetically highly conserved plasma
protein, with homologs in vertebrates and many invertebrates that participate in
the systemic response to inflammation. CRP is a pattern recognition molecule,
binding to specific molecular configurations that are typically exposed during
cell death or found on the surfaces of pathogens. Its rapid increase in synthesis
within hours after tissue injury or infection suggests that it contributes to host

defence and that it is part of the innate immune response (Black et al., 2004).

CRP is a sensitive systemic indication of inflammation and tissue
damage. More specifically, serum CRP is regarded as an important marker for
risk of atherothrombotic events since the elevated level of high sensitive CRP is
associated with cardiovascular events (Danesh et al., 2004). A large body of
studies suggested that CRP is involved in many processes of atherogenesis
including endothelial cell dysfunction, mononuclear cell adhesion, foam cell
formation, smooth muscle cell migration, proliferation and formation of the
fibrous cap (Jialal et al., 2004). Recently, an association between minor CRP
elevation and future major cardiovascular events has been recognized, leading
to the recommendation by the Centres for Disease Control and the American
Heart Association that patients at intermediate risk of coronary heart disease
might benefit from measurement of CRP (Danesh et al., 2004; Jialal et al,

2004).
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The present study found that the value of hsCRP is significantly higher in
SCD patients than in other groups (see table 2). In SCD, deoxygenation of intra-
erythrocytic haemoglobin S leads to haemoglobin polymerization (increasing
blood viscosity), erythrocyte rigidity, haemolysis, and microvascular occlusion.
Ischemia-reperfusion injury, plasma haemoglobin-mediated nitric oxide (NO)
consumption, and free radical generation activate systemic inflammatory
responses; therefore, SCD is well recognized as a chronic inflammatory disease
(Jison et al., 2004). Recent studies suggest that patients with SCD suffer from
decreased NO reserves. NO is an inorganic and colourless free radical gas
containing seven electrons from nitrogen and eight from oxygen and one
unpaired electron. At the moment, NO constitutes one of the most important
mediators of intra and extra cellular processes. This radical is produced from
the L-arginine involves a reaction mediated by constitutive and inducible NO
synthase. NO is involved in the vascular relaxing and it protects the blood
vessels (Gladwin et al., 2004; Halliwell and Gutteridge, 2007; Reiter et al.,
2002). Blood plasma levels of L-arginine (the precursor to NO) are depressed in
patients with SCD particularly during vaso-occlusive crisis and the acute chest
syndrome, and these levels vary inversely with pain symptoms. Furthermore,
NO dependent blood flow is impaired in patients with SCD (Belhassen et al.,
2001; Marck and Kato, 2006). Decreased NO reserves produce
vasoconstriction, platelet activation, leukocyte adhesion and oxygen free radical
generation that can contribute to muscle infarction (Belhassen et al., 2001; Das
and Nair, 1980; Reiter et al., 2002).

Our data shows that SCD patients were under an inflammatory process

in steady-state even when they were not in crisis. Inflammation, manifested by
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elevated serum of CRP is associated with increased risk of cardiovascular

events. HsCRP is a reliable predictor of atherosclerosis-related events because

both local and systemic inflammations have been found to be highly correlated

with arterial plaque development.
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Table 1. Clinical parameters of healthy controls, sickle cell trait subjects and

SCD patients.

Characteristic Hb AA Hb AS Hb SS
n 30 28 20
Age (years) 27.95+11.60 32.5+6.92 24.746.15
Haemoglobin (g/dL) 12.85+1.54 12.481+1.15 8.1£1.61*
Haematocrit (%) 38.59+3.99 37.51+£3.61 23.2214 .48
Reticulocytes (K/mms) 1.081£0.55 1.16+0.62 7.911.90
Platelets (10%/uL) 272+47.02 318+62.21 374+93.14
Total iron (mg/L) 1.6+0.27 0.9+0.22 3.4+0.46
Ferritin ng/mL 62+20.18 64+12.39 380+59.56
Transferrin (mg/dL) 276+26.05 253156.47 216146.11

Hb AA, healthy controls; Hb AS, sickle cell trait subjects and Hb SS, sickle cell disease patients. The present data are

meanzSD. *Three of the 20 patients with SCD were taking hydroxyurea, a therapy that increases haemoglobin levels on

average.
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Table 2. Serum concentrations of high sensitivity C-reactive protein (mg/L) in

healthy controls, sickle cell trait subjects and SCD patients.

Groups n Median Mean = SD w P-value
Hb AA® 30 0.23 0.58+0.69 807.0 @Y >0.05 @
Hb AS® 28 0.26 0.77+1.06 488.0 @ <0.05 @
Hb SS° 20 4.96 7.336.50 439.0 ©° <0.05 *"

(a): Hb AA - healthy controls; (b): Hb AS - sickle cell trait subjects and (c): Hb SS - sickle cell disease patients.

* Values of P<0.05 were considered statistically significant.
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5. CONCLUSOES

As hemoglobinas variantes dos individuos traco falciforme (n=28) e
doentes falciformes (n=30) identificadas e quantificadas por HPLC foram
confirmadas por técnica molecular (PCR);

Nenhum dos participantes da pesquisa mostrou-se deficiente em G6PD;
Os HbAS tem atividade da CAT significativamente elevada em relagao
aos demais grupos;

Por outro lado, os HbSS possuem atividade significativamente elevada
da GPx e SOD;

Os niveis de GSH total encontram-se elevados nos doentes falciformes
(HbSS), seguido dos trago falciforme (HbAS) e individuos normais
(HbAA) respectivamente;

Os HbSS possuem nives significativamente elevados de vitamina C;

Foi encontrado elevado nivel de oxidagdo (P<0,05) nas proteinas
plasmaticas dos HbSS em relagdo aos demais grupos, mas nao nas do
hemolisado celular;

Os niveis de MDA estao significativamente aumentados nos HbSS em
relagdo aos demais grupos;

A medida sérica da CRPus mostrou-se aumentada (P<0,05) tanto nos
trago falciforme quanto nos doentes falciformes, mesmo estes nao

estando em crise hemolitica.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectivas os itens citados abaixo:

1. Avaliar o dano oxidativo no DNA dos individuos trago falciforme (HbAS)
e pacientes falciformes (HbSS) através da medida do 7,8-diidro-8-oxo-
2’-deoxiguanina por HPLC;

2. Realizar estudos dos haplétipos da cadeia da globina B utilizando a
reacgao da polimerase em cadeia (PCR) e posterior digestao enzimatica;

3. Quantificar a hepicidina no soro dos individuos tracgo falciforme (HbAS) e
pacientes falciformes (HbSS) por enzimaimunoensaio (EIE). A hepicidina
€ peptidio sintetizado no figado que controla a homeostase do ferro e
seu gene é regulado por anemia, hipéxia e inflamagao, situacbes que
ocorrem na anemia falciforme;

4. Verificar possivel efeito genotoxico (sangue) e mutagénico (medula
O0ssea) administrando doses padronizadas de hidroxiuréia em
camundongos transgénicos através dos testes micronucleo e cometa,

respectivamente.
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ANEXOS

Anexo 1
RESULTADOS ADICIONAIS

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) € uma enzima presente nos
eritrocitos, cuja principal fungcdo € proteger as células sanguineas vermelhas
contra o dano oxidativo. A G6PD catalisa o primeiro passo na via das hexoses
monofosfato. Ela oxida glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconato, reduzindo NADP a
NADPH. A via das hexoses monofosfato € a unica fonte de NADPH nos
eritrocitos e nos reticulécitos e ainda serve para produzir a ribose necessaria
para a sintese de nucleotideos nas vias de salvagao. A deficiéncia em G6PD é
a enzimopatia mais comum em humanos, cuja heranca estd ligada ao
cromossomo X (Beutler, 1994). No presente trabalho, ndo foi encontrado

nenhum individuo deficiente em G6PD (tabela 7).

Tabela 7. Valores da G6PD (U/gHb) a 37°C encontrados nos eritrécitos dos grupos

abaixo.
Grupos n média *+ desvio padréo
HbAA 30 18,28 £ 2,47
HbAS 28 16,56 + 4,99
HbSS 20 19,74 £ 6,92

Nenhum dos participantes da pesquisa mostrou-se deficiente em G6PD.

Valores de referéncia para G6PD:
Normal: maior que 7,7 U/gHb a 37°C
Intermediario: entre 2,6 e 7,6 U/gHb a 37°C
Deficiente: menor 2,5 U/gHb a 37°C

Os resultados abaixo foram obtidos através de entrevista direta
(questionario nutricional) com os individuos que concordaram participar do

estudo, apds a assinatura no termo de consentimento livre e esclarecido.
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Foi observado que 48% dos individuos participantes do estudo possuiam
renda (salario minimo referéncia para o ano de 2004, R$ 260,00) igual a um
(01) salario minimo; 14% deles, dois a trés salarios; 18% ganhavam mais de
trés salarios e 20% deles sobreviviam com menos de um salario minimo

(grafico 1).

20%

48%

18%

14%

m1salario m2a3salarios @ mais de 3 salarios O outro

Grafico 1. Distribuigdo de renda entre os individuos participantes da pesquisa (salario minimo
referéncia para o ano de 2004: R$ 260,00).

A origem racial foi classificada segundo critérios do Instituto Brasileiro de
Geografia Estatistica (IBGE), o qual estabelece como opcbes para cores ou
ragas na nossa populagdo: branca, negra/parda, amarela, ou india. Os dados

encontram-se agrupados no grafico 2.

Os dados do censo realizado em 2000 apresentam a classificacdo da
populacado brasileira de acordo com esta variavel. Individuos de cor preta ou
parda representam 45% da populacdo brasileira, enquanto essa mesma
categoria no estado do Rio Grande do Sul representa 13% (Wagner et al.,
2005). Neste grupo estudado, identificamos a presenca de 83% do total de

individuos classificados na referida categoria (grafico 2).
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I Negro/pardo  EBranco Oindio @ Amarelo

Grafico 2. Classificagdo em percentual dos individuos participantes do estudo segundo a

origem racial.

Dos individuos com AF que faziam uso de suplemento alimentar,

observou-se que 55% deles administravam diariamente 4cido folico (grafico 3).

45%

@ Sim

@ Nao

55%

Grafico 3. Percentagem (%) dos individuos com AF participantes da pesquisa que faziam uso

ou nao de suplemento nutricional.
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E através da dosagem sérica da vitamina C por HPLC pode-se observar que 0s

doentes falciformes possuem niveis significativamente elevados desta em relacdo aos

demais grupos analisados. Esse dado pode ser explicado, uma vez que esses

individuos possuem uma ingestao elevada de frutas e outros alimentos ricos em acido

ascorbico, como mostrado na tabela 8.

Tabela 8: Frequéncia (%) de consumo alimentar pelos individuos com AF participantes

do estudo.

Alimentos Nunca ou raramente < 3vezes/semana > 3vezes/semana
Feijao preto 5 20 75
Arroz 0 15 85
Carne vermelha 10 10 80
Figado 30 25 45
Frutas 0 20 80
Soja 45 10 45
Cha verde 50 25 25
Vinho 70 20 10
Peixe 70 25 5
Brécolis 70 10 20
Leite e derivados 15 35 50
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO

Prezado Paciente:

A anemia falciforme € uma doenca genética que acomete cerca de
0,01% da populacdo brasileira. E causada por uma alteracdo estrutural na
hemoglobina — proteina transportadora de oxigénio - fazendo com que as
células vermelhas do sangue adquiram um formato de foice. E caracterizada
por destruicdo dessas células (hemdlise) e episddios de dores abdominais e

musculoesqueléticas.

Entretanto, existem pessoas que apresentam o trago falciforme (1:70),
ou seja, sao individuos clinicamente normais, podendo suas células adquirir o

formato de foice em algumas situagdes peculiares.

Este projeto de pesquisa, para o qual estamos pedindo a sua
participagédo, tem como objetivo principal tragar o perfil oxidativo e bioquimico
de individuos afetados pela anemia falciforme ou trago falciforme e saber se
isto vem acompanhado ou ndo de outra doenca, que € a deficiéncia de G6PD,
uma enzima que quando existe em quantidade insuficiente no organismo
também pode causar anemia, além de ictericia nos bebés recém-nascidos e

outros problemas.

Para o desenvolvimento deste trabalho, precisamos de um grupo de

pessoas portadoras de anemia falciforme ou traco falciforme.

E necessario apenas que os participantes do estudo com anemia em
investigacado coletem uma amostra de sangue (10 mL), que sera realizada por

profissional habilitado e com todas as técnicas adequadas.

Estas amostras de sangue serdo analisadas para que seja tragcado o
‘estado oxidativo do paciente”, e verificar se existe deficiéncia de G6PD.
Também sera extraido o DNA desta amostra de sangue, que é o material
genético que pode auxiliar no esclarecimento do diagndstico.

Os riscos associados ao presente estudo sao apenas os de uma coleta

de sangue venoso. Pode haver um pequeno hematoma, isto é, um pequeno
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derramamento de sangue no local da coleta. Lembramos que todo material
utilizado é descartavel e estéril e o profissional que ira realizar a coleta esta
capacitado para esta fungédo. Além disso, a quantidade de sangue coletada néo

fara falta alguma ao paciente.

Os beneficios envolvidos sao os de possibilitar um estudo familiar,
permitindo, assim, a identificagdo de outros membros afetados e o devido
encaminhamento ao servico de saude especializado, além de possibilitar o

melhor entendimento acerca do assunto.

O resultado do exame |Ihe sera comunicado, caso sejam detectadas

alteragdes na molécula de hemoglobina e/ou deficiéncias enzimaticas.

Eu, , fui informado do objetivo

deste trabalho de forma clara e detalhada, bem como sobre o procedimento no
qual estarei envolvido, dos desconfortos previstos, tanto quanto dos beneficios
esperados. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Além disso, sei que
novas informagdes obtidas durante o estudo me serédo fornecidas e terei a
liberdade de retirar meu consentimento de participacdo na pesquisa, se assim

o desejar, sem prejuizo para o meu tratamento.

O (a) profissional certificou-me de que

todas as informagdes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do

presente projeto de pesquisa e serao divulgadas de forma anénima.

( ) Concordo com a coleta e a utilizagdo do material obtido.

( ) Concordo com a extragdo, armazenamento e utilizacdo do DNA obtido.

Paciente:

Data:

Pesquisador: Prof. Dra. Mara da S. Benfato

Telefone para esclarecimentos: 0 XX 51-3308-7603

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa: 0 XX 51-2101-7615
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Anexo 3
QUESTIONARIO NUTRICIONAL

Dados Pessoais

Nome:

Endereco:

Telefone:

Idade:

Data de Nascimento:

Local de Nascimento:

Sexo: ()F ()M

Estado civil: () solteiro () casado ( )outro

Origem étnica: () branco () indio ( ) afro-brasileiro ( ) amarelo
Renda familiar: (') 1 salario minimo ()2a3 () maisde 3 () outro
REFERENCIA: R$ 260,00

Patologias Atuais

1. Outras doengas graves ou crbnicas?
() Diabetes () Hipertensdo () Cancer () outras

2. Alergias, intolerancia alimentar ou medicamentosa? ( ) ndo () sim Quais?

3. Medicacdes em uso () ndo () sim Quais? () analgésico ( ) antibidtico ()
antiinflamatorio () outro

Frequéncia? () 1X/ dia () 2X/dia () outro

4. Histoéria familiar de anemia falciforme: () ndo () sim

5. Faz tratamento para Anemia Falciforme? ( )ndo () sim Ha quanto tempo?

Informacdes Nutricionais
1. Toma algum tipo de suplemento nutricional ? (') ndo () sim

2. Apresentou perda de peso recente n&o planejada?
()sim  ()ndo Quanto? Kg Quanto tempo?

Peso atual: Peso usual: Altura:
3. Quantas refei¢des faz pordia? ()1 ()2 () 3 () outro

4. Que tipo de alimentos costuma consumir? () carnes e verduras
( ) massas e paes () bolachas e biscoitos

5. Faz ou ja fez algum tipo de dieta? () sim () ndo

6. Apresentou alguma alteragao recente no paladar ou no apetite?
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Tipo de alteracao: Quando ocorreu:

7. Toma bebida alcodlica? () nao () sim Qual?
8. E fumante? () ndo () sim

Atividade Fisica

1. Pratica algum tipo de atividade fisica ? () ndo () sim Qual?

2. Com que frequéncia? ( ) 1X/ semana ( ) 2X/semana ( ) 3X/semana
Questionario de Freqguéncia Alimentar

Com que frequéncia ingere os seguintes alimentos:

Alimento Vezes p/ semana Vezes p/ més Vezes p/ ano

Feijao preto

Arroz

Carne

Figado

Tomate

Uva

Maca

Laranja

Limé&o

Soja

Cha (verde)

Vinho

Peixe

Brocolis

Leite e derivados
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Anexo 4

Dados Pessoais

Nome
Filiacdo
Nascimento

Carteira de
Identidade

CPF

Endereco
residencial

Endereco
profissional

Endereco
eletronico

CURRICULUM VITAE

Vanusa Manfredini

possui graduacdo em Farmacia, énfase em Analises Clinicas pela
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2002) e mestrado em
Biologia Celular e Molecular pela Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (2004). Atualmente é professora titular da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das MissGes e
aluna de doutorado da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Tem experiéncia na area de Farmacia Bioquimica Clinica, com
énfase em Estresse Oxidativo, atuando também na &rea de
hematologia e citologia clinica e genética molecular.

(Texto informado pelo autor)
Ultima atualizacdo em 04/12/2007

Enderego para acessar este CV:
http://lattes.cnpq.br/7062274179396656

Vanusa Manfredini
Alcir Jose Manfredini e Noemi Manfredini

20/06/1980 - Erechim/RS - Brasil
5060827556 SSP - RS - 20/08/1992

97158445020

Rua Lucas de Oliveira, 2920 apto 401
Petrépolis - Porto Alegre

90460-000, RS - Brasil

Telefone: 51 81177884

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Biociéncias,
Departamento de Biofisica

Av. Bento Gongalves, 9500 prédio 43431 sala 110

Agronomia - Porto Alegre

91501-970, RS - Brasil

Telefone: 51 33167372

e-mail para contato : vanusa_manfredini@yahoo.com.br
e-mail alternativo : vanusa_manfredini@yahoo.com.br

156



Formagédo Académica/Titulagéo

2005

2003 - 2004

2003 - 2006

1998 - 2002

Doutorado em Biologia Celular e Molecular.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Titulo: Perfil bioguimico e oxidativo em pacientes que apresentam
Anemia falciforme ou Traco falciforme

Orientador: Mara da Silveira Benfato

Mestrado em Biologia Celular e Molecular.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Titulo: Estresse Oxidativo em mutantes sod de S. cerevisiae, Ano de
obtencdo: 2004

Orientador: Mara da Silveira Benfato ﬂﬁ':

Especializagdo em Analises Clinicas.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Titulo: Perfil dos casos de meningite bacteriana e viral na Regiao do
Alto Uruguai, RS

Orientador: Luciane C. Myllius

Graduacao em Farmacia.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Titulo: A indugdo da Glutationa Peroxidase (GPx) protege duplo
mutante sod1sod2 contra danos oxidativos em S. cerevisiae
Orientador: Mara da Silveira Benfato

Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul

Formacao complementar

1999 - 1999

1999 - 1999

1999 - 1999

2000 - 2000

2000 - 2000

Curso de curta duragdo em Homeopatia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duragdo em Manejo da Dor.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Nog¢es de Farmacia Hospitalar.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Aplivacédo da Biologia Molecular Em Lab
Analises Clinicas.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Terapia Génica.
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2001 - 2001

2001 - 2001

2001 - 2001

2001 - 2001

2001 - 2001

2001 - 2001

2001 - 2001

2002 - 2002

2002 - 2002

2002 - 2002

2003 - 2003

2003 - 2003

2004 - 2004

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta dura¢do em Fundamentos de Imunobiologia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Metodologias Para Avaliacéo da
Carcinogenicidade de agentes quimicos.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Biologia Molecular Bésica.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duragdo em O Desenvolvimento da Farmécia Clinica
Em Hospitais.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Aplicacdo da Biologia Molecular.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duragdo em Micologia.
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, PUC/RS,
Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duracdo em Estudos de Casos Clinicos Em
Bioquimica.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Citometria de Fluxo.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Manipulacdo de EmbriGes Humanos.
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, PUC/RS,
Porto Alegre, Brasil

Curso de curta dura¢do em Bioquimica do Envelhecimento.
Universidade de Séo Paulo, USP, Séo Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Discussdo Sobre Pesquisa Utilizando
Células Tronco.
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duragcdo em Gendmica e Protedmica Aplicadas &
Mutagénese.
Universidade de Séo Paulo, USP, Séo Paulo, Brasil

Extensao universitaria em Prospec¢do de Atividades Bioldgicas
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2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2006 - 2006

2006 - 2006

2007 - 2007

2007 - 2007

Bioensaios e B.

Universidade Federal de Alagoas, UFAL, Maceid, Brasil

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico

Curso de curta duracdo em Anemia Falciforme.
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil

Extensdo universitaria em Curso Fani Job de Hematologia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta dura¢do em Sangue Fluido da Vida.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em VII Curso de Multiplicadores em
Hemoglobinopatias.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Esclerose Mdltipla.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duracdo em Neurobiologia do Comportamento.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Extensdo universitaria em 1X Encontro Gatcho de Imunologia.
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, PUC/RS,
Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duracdo em Teste de Paternidade.
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, URI,
Erechim, Brasil

Curso de curta duragdo em Curso de Aplicagdo de Injetaveis.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Curso de curta duragdo em Atualizacdo em Lipoproteinas.
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, URI,
Erechim, Brasil

Extensdo universitaria em X Encontro Gaucho de Imunologia.
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, PUC/RS,
Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duracdo em Atencdo primaria a salde.
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duracdo em Patologia Clinica.
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, Porto Alegre, Brasil
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Curso de curta duracdo em Genética.

2007 - 2007 Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duracdo em Urinalise.
2007 - 2007 Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, URI,
Erechim, Brasil

Curso de curta duracdo em A pesquisa clinica e o profissional
farmacéutico.

2007 - 2007 Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, URI,
Erechim, Brasil
Curso de curta duragdo em 11 Curso de Extensdo de Etica em

2007 -2007 ~ esquisa

Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, URI,
Erechim, Brasil

Atuacao profissional

1. Drogaria Jardim Botéanico - AGAFARMA

Vinculo
institucional

Vinculo: Responsavel Tecnico, Enquadramento funcional:
2004 - 2004 Farmacéutico, responsavel Técnico, Carga horaria: 44, Regime:

Integral
2. Drogaria Nossa Senhora da Conceicdo - AGAFARMA

Vinculo
institucional

Vinculo: Responsavel Tecnico, Enquadramento funcional:
2003 - 2004 Farmacéutico, responsavel Técnico, Carga horaria: 44, Regime:

Integral
3. Universidade de Passo Fundo - UPF

Vinculo
institucional

Vinculo: Professor visitante, Enquadramento funcional: Professor

2007 - Atual convidado, Carga horaria: 15, Regime: Parcial
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Atividades

10/2007 - Atual

Pds-graduacdo, Especializacdo em Hematologia e Hemoterapia

Disciplinas Ministradas:
Bioquimica Hematologica

4. Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Vinculo

institucional

1999 - 2002

2003 - 2004

2004 - 2005

2005 - Atual

Atividades

07/1999 -
12/2000

07/1999 -
12/2000

03/2000 -
12/2000

03/2001 -
12/2002

Vinculo: Aluna de Iniciacdo Cientifica, Enquadramento funcional:
Aluna de Iniciagdo Cientifica, Carga horaria: 20, Regime: Parcial

Vinculo: Aluna de Mestrado, Enquadramento funcional: Aluna de
Mestrado, Carga horéaria: 40, Regime: Dedicacdo Exclusiva

Vinculo: Colaborador em pesquisa, Enquadramento funcional:
Colaborador em pesquisa, Carga horaria: 20, Regime: Parcial

Vinculo: Aluna de doutorado, Enquadramento funcional: Aluna de
doutorado, Carga horaria: 20, Regime: Parcial

Extensdo Universitaria, Instituto de Biociéncias, Departamento de
Microbiologia

Especificacao:
Avaliacdo dos exames parasitologicos de fezes de criangas da regido
da grande Porto Alegre-RS

Estagio, Instituto de Biociéncias, Departamento de Microbiologia

Estagio:
Exames parasitoldgicos de fezes de criancas em escolas de
Cachoeirinha-RS

Treinamento, Instituto de Biociéncias, Departamento de Biofisica

Especificacao:
Atividade de Monitoria da disciplina de Biofisica para Medicina,
Enfermagem, Farmacia e Ciéncias Biologicas.

Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Biofisica

Linhas de Pesquisa:
Dosagem de enzimas antioxidantes em mutantes sod de
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03/2001 -
12/2001

11/2002 -
04/2003

01/2003 -
03/2004

07/2003 -
07/2003

03/2004 - Atual

10/2004 -
05/2005

10/2004 - Atual

01/2005 - Atual

06/2005 - Atual

Saccharomyces cerevisiae
Treinamento, Instituto de Biociéncias, Departamento de Biofisica

Especificacao:
Atividade de monitoria da disciplina de Biofisica para Medicina
Veterinaria, Enfermagem, Ciéncias Biologicas e Medicina.

Estagio, Faculdade de Farméacia, Departamento de Producdo e
Controle de Medicamentos

Estagio:
Estagio na Farmacia Bésica e dos Medicamentos Controlados no
Centro de Satude Modelo

Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Biofisica

Linhas de Pesquisa:
Estresse Oxidativo em mutantes sod de S. cerevisiae

Extensdo Universitaria, Faculdade de Farméacia, Departamento de
Analises

Especificacao:
Minicurso de Hemoglobinopatias

Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Biofisica

Linhas de Pesquisa:
Hematologia e estresse oxidativo , Parametros oxidativos em
pacientes homozigotos e heterozigotos para Anemia Falciforme

Graduacéo, Ciéncias Bioldgicas
Disciplinas Ministradas:

Estresse Oxidativos em Sistemas Biologicos a Distancia

Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Biofisica

Linhas de Pesquisa:

Verificacdo da atividade antioxidante do 6leo volatil de Baccharis
punctulata , Verificacdo da atividade antioxidante do 6leo volatil de
Eupatorium laevigatum

Pesquisa e Desenvolvimento, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Biofisica

Linhas de Pesquisa:
Atividade antioxidante do extrato cloroformio de Valeriana sp

Extensdo Universitaria, Instituto de Biociéncias, Departamento de
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03/2006 - Atual

12/2006 -
05/2007

Biofisica

Especificagéo:

Anemia Falciforme, que doenca é essa?
Extensdo Universitaria, Faculdade de Farméacia

Especificacao:
Prevaléncia de infec¢bes cérvico-vaginais identificadas em esfregagos
através da coloracéo de Papanicolaou

Estagio, Faculdade de Farmécia
Estagio:

Estagio realizado no HPS da Prefeitura de Porto Alegre no
Laboratério de Analises Clinicas

5. Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes - URI

Vinculo
institucional

2005 - Atual

Atividades
03/2005 - Atual

03/2006 - Atual

07/2007 - Atual

07/2007 - Atual

07/2007 - Atual

Vinculo: Professor, Enquadramento funcional: Professor titular, Carga
horaria: 30, Regime: Parcial

Graduacdo, Farmacia Bioquimica Clinica

Disciplinas Ministradas:

Citologia Clinica, Fisiologia Geral, Genética Basica Aplicada a
Farmacia, Genética molecular em Analises Clinicas, Genética
molecular em Farmacia Industrial

Graduacéo, Ciéncias Bioldgicas

Disciplinas Ministradas:
Biologia Celular

Graduacao, Farmacia

Disciplinas Ministradas:
Biofisica A

Graduagdo, Farmécia

Disciplinas Ministradas:
Imunologia béasica

Graduacao, Fisioterapia
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Disciplinas Ministradas:
Biofisica B

10/2007 - Atual Pos-graduacado, Especializagdo em Analises Clinicas e Toxicologicas

Disciplinas Ministradas:
Diagnostico Molecular de Doencgas Genéticas, Citopatologia clinica e
suas Bases Ginecoldgicas

Linhas de pesquisa
Hematologia e estresse oxidativo

1.
9 Atividade antioxidante do extrato cloroformio de Valeriana sp
Dosagem de enzimas antioxidantes em mutantes sod de
3. Saccharomyces cerevisiae
4 Estresse Oxidativo em mutantes sod de S. cerevisiae
Parametros oxidativos em pacientes homozigotos e heterozigotos para
5. Anemia Falciforme

Verificagdo da atividade antioxidante do 6leo volatil de Baccharis
6. punctulata

Verificacdo da atividade antioxidante do dleo volatil de Eupatorium
7. laevigatum

Areas de atuacio

1 Biofisica

2. Estresse Oxidativo

3 Biologia Molecular

4 Hematologia

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Escreve Bem, Lé Bem
Espanhol Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Escreve Bem, L& Bem
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ProducdoemC, T & A

Producéo bibliogréafica
Artigos completos publicados em periodicos
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