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RESUMO

Introducéo: Disfuncdo endotelial, inflamac&o cronica e alteragdes no perfil lipidico
(PL) integram a fisiopatologia da Anemia Falciforme (AF). Associacdes entre estes
mecanismos e manifestacdes clinicas podem definir perfis de gravidade e colaborar
para melhor compreenséo da doenca. Objetivos: Avaliar o nivel de citocinas e o PL
em criancas e adolescentes com AF e sua associacdo com variaveis clinicas e
laboratoriais; comparar o nivel de citocinas e o PL entre falcémicos tratados e nao
tratados com hidroxiuréia (HDX). Métodos: Estudo transversal, envolvendo 55
criancas e adolescentes estaveis com hemoglobina SS, das quais 24 em uso de
HDX e 41 criancas e adolescentes saudaveis, de 6 a 18 anos de idade. Realizadas
dosagem das Interleucinas (IL) 1B, 6, 8, 10, 12pq, 17A e TNF-a; dosagem do
colesterol total, triglicérides (TG), LDL-C e HDL-C; dosagem de proteina C reativa de
alta sensibilidade (PCRas). A funcéo endotelial foi avaliada através da vasodilatacao
mediada por fluxo (VMF) da artéria braquial. Dados do doppler transcraniano foram
obtidos em consulta ao prontuario. Andlise de cluster hierarquico (CH) foi realizado
para avaliar a diferengca entre os grupos Resultados: A idade e o sexo foram
semelhantes entre os grupos AF HDX nao; AF HDX sim e grupo controle (p=0,054 e
p=0,115 respectivamente). A analise de CH demonstrou predominio de marcadores
inflamatorios (IL, PCR as, leucocitos) no grupo AF. As citocinas IL-17A e IL-8
apresentaram correlacao positiva com numero de crises vasoclusivas(CVO) e TNF-
a com numero de transfusbes sanguineas. O grupo AF apresentou niveis de
colesterol total (CT), LDL-c e HDL-c baixos, TG/HDL-c e TG elevados comparados
ao grupo saudavel. TG/ HDL-c se correlacionou positivamente com LDH (r® 0,30 p=
0,047), com contagem de leucécitos (r° 0,40 p= 0,006), com velocidade do fluxo
sanguineo na artéria cerebral direita (r° 0,35 p = 0,037) e esquerda (r® 0,361
p=0,026). CT se correlacionou negativamente com PCR as (r® -0,3 p=0,04) e LDL-c
com total de transfusdo sanguinea (r° -0,3 p= 0,032). Falcémicos com TG/HDL-c
acima de 2,73 mg/dl apresentaram mais Sindrome Toracica Aguda 70,6% vs 29,4%
p=0,027, com chance de 3,77 vezes, IC95%(1,135- 12,53) para este evento.
Identificado trés subfenotipos: hemolitico, grupo AF HDX néo; inflamatorio, grupo AF
HDX sim; grupo saudavel com func¢@o endotelial preservada, auséncia de anemia,
niveis mais elevados de IL-10. Conclusdes: Criancas e adolescentes com AF
tratados com HDX, potencialmente mais graves, apresentaram perfil inflamatério que
se associou a CVO, demonstrando o envolvimento das citocinas na patogénese da
AF. Pacientes nado tratados com HDX apresentaram perfil hemolitico associado a
elevacdo dos niveis de TG/HDL-c, demonstrando a associacdo entre metabolismo
lipidico e hemodlise. TG/HDL-C desponta como marcador de lesdo vascular atraves
das associac6es com marcadores de hemolise, inflamacao, manifestacées agudas e
complicagcbes da doenca.

Palavras chaves: Anemia Falciforme. Disfuncdo endotelial. Citocinas. Lipidios.
Lipoproteinas. Inflamacdo. Vasculopatia. Velocidade mediada por fluxo. Criancas e
adolescentes.



ABSTRACT

Introduction: Endothelial dysfunction, chronic inflammatory process and changes in
the lipid profile are part of the pathophysiology of sickle cell anemia (SCA).
Associations between these mechanisms and clinical manifestations can define
severity profiles and collaborate to a better understanding of the disease.
Objectives: To evaluate the level of cytokines and the lipid profile in children and
adolescents with SCA, comparing to healthy controls and their association with
clinical and laboratory variables; to compare the level of cytokines and the lipid profile
between treated and untreated patients with hydroxyurea (HDX). Material and
Methods: A cross-sectional study involving 55 stable children and adolescents with
hemoglobin SS, 24 of them using HDX and 41 healthy children aged 6 to 18 years.
Interleukins (IL) 1B, 6, 8, 10, 12pq, 17A and TNF-a were measured as well as total
cholesterol, triglycerides (TG), LDL-C and HDL-C; high sensitivity C-reactive protein.
Endothelial function was assessed through flow-mediated vasodilation (VMF) of the
brachial artery. Data from the transcranial Doppler were obtained in the medical
record. Hierarchical cluster analysis, was performed to assess the difference
between groups. Results: The age and the sex was similar between the groups HDX
no treated, HDX treated and control group (p=0,054 and p=0,115 respectively).
Hierarchical cluster analysis demonstrated a predominance of inflammatory markers
(IL, CRP, as leukocytes) in the SCA group. Cytokines IL-17A and IL-8 showed a
positive correlation with CVO number and TNF-a with blood transfusions. The SCA
group had lower levels of total cholesterol, LDL-c, and HDL-c and higher TG / HDL-c
and TG when compared to the healthy group. The TG / HDL-c ratio correlated
positively with LDH (rs 0.30 p = 0.047), leukocyte count (rs 0.40 p = 0.006), blood
flow velocity in the right cerebral artery (rs 0.35 p = 0.037) left cerebral artery (rs
0.361 p = 0.026). Total cholesterol was negatively correlated with CRP (rs -0.3 p =
0.04) and LDL-c with total blood transfusion (rs -0.3 p = 0.032). Patients with TG /
HDL-c above 2.73 mg / dL showed more STA 70.6% vs 29.4% p = 0.027, odds ratio
3.77, 95% CI (1,135-12, 53). Three subphenotypes were identified: hemolytic, formed
by HDX non-treated SCA; inflammatory profile formed by HDX-treated SCA; healthy
phenotype with preserved endothelial function, absence of anemia, and higher levels
of IL-10, formed by comparison group. Conclusions: Children and adolescents
using HDX, potentially worse, presented an inflammatory profile that has been
associated with VOE, suggesting the involvement of cytokines in the SCA
pathogenesis. Patients not treated with HDX presented a hemolytic profile that was
associated with elevated levels TG / HDL-c ratio, demonstrating the association
between lipid metabolism and hemolysis in SCA. TG / HDL-C appears as a marker of
vascular lesion, either because of its association with markers of hemolysis,
inflammation, acute manifestations and complications of the disease.

Key words: Sickle cell anemia. Endothelial dysfunction. Cytokines. Lipids. Proteins.
Inflammation. Vasculopathy. Flow mediated velocity. Children and adolescents.
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1 INTRODUCAO

Anemia Falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia hereditaria produzida por
uma mutacdo em ponto, no sexto codon do gene da B globina. A troca da timina por
adenina na triade de nucleotideos GAG — GTG (Figura 1), leva a substituicdo do
acido glutdmico pela valina resultando na formagdo de uma hemoglobina (Hb)
anormal, a hemoglobina S (HbS).®

Esta substituicdo altera as propriedades fisico-quimicas da hemoglobina,
promovendo a polimerizacdo da hemoglobina desoxigenada, distorcdo da sua
arquitetuta (hemacia em foice), menor sobrevida da hemacia, de 120 dias para 10 a

12 dias,®? obstruces da microvasculatura e leséo isquémica tecidual.

Genedagiobna B
Sexto codon

GAG ————— GTG
Acido ghutamico Vaina
Solug3o de Polimero de
Hemoglobina § Hemoglobina $
Q vEOv
‘e o828
° e%0
J ©
- 0000
9% Qﬂo@
) p O
0.9 o290
ve 0%g0
@9 OOQO
. @ 0000
@950 o%g0
0290
Q@ 0%¢

Figura 1 - Base genética da Hemoglobina S e a polimerizacéo
Formacéo dos polimeros de hemoglobina e do eritrécito em foice (Steinberg; Nagel 2001)®

O termo Doenca Falciforme ou Sindrome Falciforme define as
hemoglobinopatias nas quais, pelo menos, uma das hemoglobinas mutantes é a Hb
S. As doencas falciformes mais frequentes sdo a anemia falciforme (HbSS), a S
PBtalassemia e as duplas heterozigoses Hb SC e Hb SD. ® Também s&o descritas
HbSE, HbSOArab, HbSaTalassemia ou Smut rara. Dentre elas a AF é a que mais
se destaca por apresentar distribuicdo mundial® e quadro clinico com maior

gravidade.
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A AF é uma doenga multissistémica, associada a episédios de adoecimento
agudo, dano organico progressivo e morte precoce. A média de sobrevida para os
homozigotos SS é de 42 anos de idade para homens e 48 anos para mulheres. Para
individuos com HbSC a média de sobrevida para homens é 60 anos de idade e 68
anos para mulheres.(” A elevada letalidade abrangendo especialmente jovens reflete
a gravidade da doenca.

Estima-se que 4% da populacao brasileira tenha o traco falciforme no Brasil e
que 25000 a 50000 pessoas tenham a doenca em estado homozigotico (HbSS-
anemia falciforme). A incidéncia é estimada em 3500 casos novos/ano.® A Babhia é
o estado com maior incidéncia de Doenca Falciforme 1:650 nascidos vivos e de
traco Falciforme 1:17 nascidos vivos.®

O Unico tratamento medicamentoso disponivel até 0 momento € a hidroxiuréia
(HDX) e o tratamento com possibilidade de cura € o transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH), autorizado pelo sistema Unico de saude (SUS) através da
Portaria n® 30, publicada em 1 de julho de 2015. Este procedimento esta reservado
para portadores da Anemia Falciforme com apresentacdo mais grave, caso possuam
um doador compativel. Apesar das taxas de cura, este tratamento estd sujeito a
varias complicacdes como doenca do enxerto contra hospedeiro (50% no TCTH
alogénico), infeccbes, doenca venoclusiva hepatica, crise hemorragica,
complicagdes cardiopulmonares e complicacdes neuroldgicas.®

Disfuncdo endotelial é a principal consequéncia da polimerizacdo da desoxi-
hemoglobina S, sendo a base da vasculopatia e complicacdes crénicas observadas
na AF. Inicia em faixa etéria precoce e envolve fenbmenos inflamatorio, trombatico,
hemolitico, oxidativo e deficiéncia de 6xido nitirco. As citocinas participam de varias
etapas deste processo. A interacdo da HbS com o endotélio, ativa leucécitos,
plaguetas, aumenta a expressao de moléculas de adesédo vascular e intercelular
(VCAM-1, ICAM-1) e molécula de adesdo de leucdcitos endoteliais (ELAM ou E-
selectina), induzidas por citocinas pré-inflamatdrias.%1Y) O estado de ativacdo
endotelial observado nestes pacientes contribui para a formagdo de agregados
heterocelulares aderidos a parede do vaso e oclusdo vascular.? Ciclos de isquemia
e reperfusdo causam estresse oxidativo, ativacdo de oxidases vasculares®® e
aumento de citocinas inflamatdrias e leucocitose.(416) Alguns autores”.18) tém
demonstrado elevagdo de citocinas em pacientes falcémicos em estado estavel da

doenca e durante episédios vasoclusivos, mas estes resultados sdo controversos e
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pouco estudados na infancia. Além disso o papel das citocinas como marcadores de
gravidade tem sido pouco explorado. Marcadores de baixo grau de inflamac¢édo como
leucocitos tem sido relacionado a desfechos desfavoraveis na AF como morte
precoce, acidente vascular cerebral (AVC), infarto cerebral silencioso, sindrome
toracica aguda, priapismo,%21) e proteina C reativa de alta sensibilidade (PCRas)
tem sido associada a episddios vasoclusivos dolorosos.?? A avaliacédo de citocinas
na faixa etaria pediatrica pode ser util para definir grupos com evolugéao
desfavoravel.

As informagBes mecanicistas sobre a hemolise e seus efeitos sobre a
biologia do 6xido nitrico (NO) demonstraram que a intensidade da hemdélise pode ser
a forca motriz de algumas complicacbes da doenca falciforme (DF) e
desenvolvimento de vasculopatia.?® A modulacdo destes mecanismos parece
determinar subfenétipos da doenca. Foi demonstrado que a hemolise se relaciona
com hipertenséo pulmonar, priapismo, ulceracdo de perna e AVC enquanto episodio
doloroso agudo, osteonecrose e sindrome toracica aguda (STA) se relaciona com
predominio da viscosidade sanguinea e fendmenos vasoclusivos. @4

As alteracdes do metabolismo lipidico na AF tem sido documentado por
diversos autores.?>27) Observa-se hipocolesterolemia, reducédo do LDL-C, HDL-C e
elevacao de triglicérides, nestes pacientes. Além disso, a razdo TG/HDL-C € um
importante fator de risco de doenca cardiovascular8-39 e tem sido pouco avaliado
na AF. O colesterol faz parte da membrana basal de varias células do organismo,
inclusive dos eritrocitos e 0 maior consumo em situacdes de eritropoiese aumentada
por hemdlise crénica justifica a hipocolesterolemia observada na AF.GY Mecanismos
que envolvem estresse oxidativo e oxidacdo do LDL-CGD, aumento da oferta de
acidos graxos para o figado com maior producdo de triglicérides e diminuicdo da
sintese de lipase lipoprotéica®? estdo descritos em algumas doencas inflamatérias e
infecciosas mediados por citocinas e podem estar relacionadas a fisiopatologia da
AF, porém néo foram estudados.

As relagbes entre o perfil lipidico, citocinas, marcadores de hemodlise,
disfuncéo endotelial e complicacdes da AF, poderao ajudar a compreender a rede de
mecanismos que envolvem a fisiopatologia da AF e definir novos subfendtipos da

doenca.



18

2 OBJETIVOS

2.1 Primarios

» Testar a hipétese de que criangas e adolescentes com anemia falciforme, em
estado estavel da doenca, apresentam elevagdo de citocinas e alteragdo do
perfil lipidico quando comparadas a criangas e adolescentes saudaveis, sem
hemoglobinopatia.

» Avaliar a associacao entre citocinas e perfil lipidico e avaliar associacdes
entre citocinas e perfil lipidico com marcadores de hemolise, disfuncéo

endotelial e aspectos clinicos da doenca.

2.2 Secundario

» Avaliar se existe diferenca no nivel de citocinas e no perfil lipidico em criancas

e adolescentes com AF em tratamento ou nao com hidroxiuréia.



19

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Eritrécito

O eritrécito, hemacia ou glébulo vermelho tem origem na medula 6ssea a
partir de células tronco hematopoiéticas que se dividem em duas linhagens
celulares: mieldide e linfoide. A linhagem miel6ide d& origem a hemécia a partir do
hemocitoblasto, proeritroblasto, eritroblasto, normoblasto, reticuldcitos. Durante o
processo de maturacdo estas celulas perdem progressivamente o nucleo e
aumentam a concentracdo de hemoglobina. A hemacia € uma célula anucleada, em
forma de disco bicbncavo com funcgdes de transportar oxigénio, gas carbbnico e
tamponar ions hidrogénio. Conforme se move pela circulagdo precisa enfrentar
intenso estresse mecanico e metabdlico, deformacdo durante a passagem por
capilares com diametro equivalente a metade do proprio diametro, resiste a altas
forcas de cisalhamento ao se mover através das valvulas cardiacas, sobrevive a
episédios repetitivos de deplecdo de substrato e acidemia estase-induzida e tém de
evitar a remocao pelos macréfagos do sistema reticuloendotelial. Os eritrocitos
também precisam manter um ambiente interno que proteja a hemoglobina do ataque
oxidativo, bem como uma concentracdo ideal de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)
necessario a funcdo da hemoglobina. A sobrevida do eritrocito esta intimamente
ligada a taxa de estresse oxidativo que a célula sofre. Na espécie humana sobrevive

em torno de 120 dias.®3

3.2 A hemoglobina

A hemoglobina € uma molécula essencial a vida em virtude da sua funcéo de
transportar o oxigénio. Quando ligada ao gas carbbnico perde sua afinidade ao
oxigénio. E um tetramero de 64.500 daltons formado por 2 pares de cadeias
polipeptidicas, alfa (a), beta (8), gama (y), delta (8), epsolon (¢) e zeta (), ligados a 4
grupos prostéticos de ferroprotoporfirina, chamado heme, responsavel pela cor
vermelho do sangue. (Figura 2) cada tetramero de hemoglobina € capaz de
transportar 4 moléculas de oxigénio e o fato de estar contida no interior da hemacia
aumenta em até 70 vezes esta capacidade quando comparado ao transporte do

oxigénio livre no plasma.
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Figura 2 - Estrutura da hemoglobina normal
Fonte: Adaptado de Frenette; Atweh, 2007 39

Molécula de hemoglobina formada por quatro cadeias polipeptidicas ligadas aos seus respectivos
grupamentos heme

As cadeias globinicas sdo diferentes em cada etapa da vida embrionaria,
fetal, infancia e vida adulta, como também o 6rgdo de producdo. (Quadro 1) as
hemoglobinas embrionarias Gower 1((2y2) Gower 2(a2¢2) e Portland ({2y2) sao
produzidas pelo saco vitelino a partir da quinta semana de gestacdo. Com o
aumento da producdo da cadeia y a hemoglobina fetal torna-se a hemoglobina
predominante da vida intrauterina como também do periodo neonatal. Em torno da
vigésima semana de vida intrauterina o baco e a medula 6éssea sdo os principais
orgdos da eritropoiese e ao nascimento a medula 6ssea é o principal 6rgao
hematopoiético. A hemoglobina A principal hemoglobina da vida adulta segue com
aumento progressivo da sua sintese correspondendo a 10% da hemoglobina
produzida® na trigésima quinta semana de gestacdo. A hemoglobina fetal
corresponde a 60 a 80% da hemoglobina ao nascimento, diminuindo
progressivamente. Atinge 3% em torno da 162 a 202 semanas de idade e valores
semelhantes ao do adulto dos dois a quatro anos de idade. Antes do nascimento,
em torno do Ultimo trimestre, a hemoglobina A2 comeca a ser produzida @ (Quadro
1). Na vida adulta a hemoglobina A corresponde a 97% do total de hemoglobina, a

hemoglobina A2 2,5% e a hemoglobina fetal 0,5 a 1%.G6)
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Quadro 1 - Descricdo das hemoglobinas produzidas nos diversos periodos da vida
e local de producao

Etapa davida Hemoglobina Cadeias Inicio e Local de
globinicas término da producédo
producéo
Embrionério Gower 1 §2¢2 52 semana até Saco
3°més da vitelino
gestacao
Gower 2 02¢e2 62 semana Saco
até 3°més da vitelino
gestacao
Hemoglobina Q2y2 62 semana até  Saco
de Portland 3°més da vitelino
gestacéo
Fetal Hemoglobina a2y2 72 semana/ 6° Figado
fetal més de vida Baco
Adulto Hemoglobina A a2p2 72a 8?2 Figado,
semana/vida baco e
adulta medula
0ssea
Hemoglobina a262 altimo Medula
A2 trimestre/vida  6ssea
adulta
Hemoglobina F az2y2 Medula
0ssea

3.3 A hemoglobina S

A hemoglobina S surgiu ha cerca de 50 a 100 mil anos, entre os periodos
paleolitico e mesolitico.®”) O fato que motivou a mutacdo do gene da hemoglobina
normal (HbA) para o gene da hemoglobina S (HbS) ainda permanece desconhecido,
porém a protecdo que conferiu para os portadores AS, em relacdo a Malaria,
provavelmente contribuiu para sua perpetuacdo. Originaria da Africa, distribui-se
para outros continentes, notadamente para as Américas, a partir da migracao
involuntaria de africanos para trabalho escravo. Permaneceu por longos anos
ceifando vidas silenciosamente até ser descrita pela primeira vez em 1910, pelo
médico cardiologista de Chicago — EUA, James B. Herrich, em um estudante de
odontologia de 20 anos de idade, natural de Granada/ Antilhas. Apresentava
anemia, ictericia recorrente, febre e ulceragcbes em membros inferiores, associado a

eritrocitos alongados, em forma de foice no esfregaco do sangue periférico.® A



22

Bahia teve grande importancia para o conhecimento da heranca genética desta
doenca, através das pesquisas do geneticista Jessé Accioly, da Faculdade de
Medicina da Bahia/Universidade Federal da Bahia, observando 21 familias com esta
patologia. Suas observacdes foram publicadas em 1947 na Revista Arquivos da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia, simultaneamente com as
publicacdes do cientista norte-americano James V. Neel. Somente em 1973, gracas
aos esforcos da Prof. Dra. Eliane S. Azevedo®?, foi demonstrado através de
documentos cientificos e carta enderecada ao editor do American Journal of Human
Genetics dos E.U.A. a simultaneidade da descoberta, que passou a ser citada
cientificamente como de Neel e Accioly.

A hemoglobina S resulta de uma mutagdo pontual no gene da cadeia [3S
levando a substituicdo da base nitrogenada adenina por timina (GAG — GTG), no
sexto codon do éxon 1 no DNA do cromossomo 11. Esta alteracdo codifica a troca
do &cido glutdmico (carga elétrica negativa) pela valina (carga neutra) na posicéo 6
da sequéncia de aminoacidos da cadeia beta globina, determinando uma
hemoglobina patolégica®”). A hemoglobina mutante possui propriedades fisico-
guimicas bastante diferentes da hemoglobina normal, devido a perda de duas

cargas elétricas apds substituicdo do acido glutamico pela valina.

3.4 Polimerizagcdo da Hemoglobina S

No estado de oxihemoglobina, a HbS é normal, mas no estado desoxigenado,
a molécula de HbS torna-se alongada e as globinas beta S ficam mais proximas,
favorecendo o contato entre as regides envolvendo a valina e receptores fenilalanina
(®-85) e leucina (®-88).49 Por meio da unido de varios tetrameros de HbS forma-se
um numero consideravel de moléculas agregadas que geram longos polimeros,
alterando a morfologia do eritrécito para a forma de foice. Este fenbmeno néo é
instantdneo e pode ser reversivel se a hemoglobina voltar a se oxigenar. Alguns
fatores modulam o fenébmeno da polimerizacdo. Para que as moléculas de HbS se
agreguem € necessario que, além de desoxigenadas, estejam em elevada
concentracdo, normalmente acima de 30%, o que facilita sua associagcdo. A
circulacdo mais lenta em alguns orgaos facilita a falcizacdo e o aumento da
viscosidade favorece a vaso-oclusédo. Esta circulagdo lenta ocorre sobretudo no

baco, provocando repetidos enfartos que levam a fibrose e destruicdo do 6rgédo na
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maioria dos pacientes (auto-esplenectomia).*) Condicdes que aumentam a
concentracdo da hemoglobina corpuscular, como desidratacdo, aumento da
osmolaridade plasméatica também facilitam a polimerizacdo da Hb S desoxigenada.
A concentracdo da hemoglobina fetal e de hemoglobina Az (talassemia a) séo
condi¢bes que diminuem a falcizagdo. Na vigéncia de acidemia ha diminuicdo da
afinidade da hemoglobina ao oxigénio favorecendo o fendémeno da polimerizagdo. A
desoxigenacdo € o principal facilitador da falcizacdo, assim as condi¢cdes que
diminuem a tensdo de oxigénio como infeccbes, asma, insuficiéncia cardiaca,
choque, queda abrupta da hemoglobina, anestesia, desencadeiam a polimerizacao.
A temperatura tem papel controverso, mas provavelmente o frio favorecendo a
vasoconstriccdo e o calor favorecendo a desidratacdo tenham papel neste processo.
(Quadro 2)

Quadro 2 - Fatores Moduladores da Polimerizagdo da Hemoglobina S

Concentragéo de HbS Correlacao direta entre concentracdo
HbS e falcizagéo.

Concentragéo de outras

hemoglobinas na heméacia Hb fetal e A2 diminuem a falcizacéo.
Desoxigenacao E o0 mais importante determinante da
falcizacéo.

Condi¢des que diminuem oferta de
oxigénio: Htc < 30 a 35%, infecc¢éo,
insuficiéncia cardiaca, ventilagdo
artificial, anestesia geral.

Estase vascular Viscosidade da hemacia é dez vezes
maior com HbS desoxigenada: impacto
na estase vascular de sinuséides
esplénicos e hepaticos.

Temperatura Baixas temperaturas retardam
polimerizagdo, mas causam
vasoconstri¢cao: influéncia clinica
limitada.

Acidose Baixo pH diminui afinidade do O2
aumentado desoxigenacao e
polimerizacéo.
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Quadro 2 - Fatores Moduladores da Polimerizacdo da Hemoglobina S

(Continuacgéao)

Concentragcdo de hemoglobina Hiperosmolaridade aumenta a
corpuscular (HCM) 7 desidratacao celular e polimerizacéo.
Infeccdes Associada a desidratacdo, hipdxia,

desoxigenacdo, estase vascular e
aumento dos efeitos inflamatorios e pro-
coagulantes endoteliais.

Numero de polimorfonucleares Diretamente relacionados a isquemia
tecidual, mortalidade, sindrome toracica
aguda e infarto hemorragico

Hemoglobina livre (hemolise) Diminuicdo de NO, vasoconstric¢édo e
vasoclusao

Fonte: Adaptado de Martins, H.S. et al. Emergéncias Clinicas: Abordagem Prética, Sdo Paulo,
Manole, 2012

3.5 Alteracdes moleculares da Hemoglobina S polimerizada

Alteracdes no interior da hemacia falcizada e em sua membrana levam a um
conjunto de alteracBes bioquimicas e moleculares. Ocorre efluxo de potassio e
aumento do calcio intracelular em virtude da alteracdo da bomba de sédio e potassio
e faléncia da bomba de célcio/ATPase. Estas alteracbes favorecem a perda de
agua, desidratacao celular e aumento da densidade dos eritrécitos. Ocorre reducdo
da deformabilidade, fragilidade e vesiculacdo das heméacias; oxidacdo da
hemoglobina com formacdo de metemoglobina e superéxidos; desnaturacdo da
hemoglobina com formacdo de heme livre e ferro livre; alteracdes das proteinas da
membrana como banda 3, anquirina e espectrina; exposi¢cao da fosfatidil-serina e do
CD36 da membrana celular. Como consequéncia ocorrem as seguintes alteracoes
fisiopatoldgicas:

e Aumento da adesdo das hemacias ao endotélio, desencadeando fendmeno
inflamatorio e ativacdo de granulécitos e plaquetas;

e Enrijecimento da membrana e de toda a hemacia, encurtando sua sobrevida;

e Alteracbes microvasculares;

e Deplecéo de 6xido nitrico, que contribuem para vasoconstric¢ao e inflamacao
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e Ativacao da coagulacao.

Figura 3 - Desenho das alteracdes da membrana do eritrécito em foice

A desoxigenagdo da Hb S produz alteragdes na forma da hemécia na qual a substituicdo do &cido
glutamico pela valina leva a cadeia B mutante se ligar a um sitio hidrofébico, levando a formacéo de
um polimero de hemoglobina. Os polimeros de hemoglobina interrompem o citoesqueleto da
hemacia, formam protuberancias, dando origem ao aspecto caracteristico em foice. A interrup¢éo da
ligagdo da membrana ao citoesqueleto de proteinas resulta na exposi¢do dos epitopos da proteina
transmembrana e das trocas lipidicas, notavelmente da fosfatidilserina (PS), entre o interior e o
exterior da célula. A exposigdo de glicolipidios carregados negativamente contribui para o estado pro-
inflamatério e pré-tromboético da célula falciforme. FRENETTE e ATWEH 200564 A exposicédo da PS
(fosfolipidio) na superficie da membrana, torna-a mais susceptivel a apoptose.

Estas alteragcOes justificam as manifestacdes clinicas observadas na Doenca

Falciforme e encontram-se resumidas na Figura 4.
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Moléculas e Células Paciente
—— Desoxigenacgio —»  Anemia
Hipodesenolvimento
—> HbS Maturacio sexual
Insuficiéncia cardiaca
— Polimerizacio Calculos de vesicula
Enrijecimento —» Dor
l—» Actimulo de Ca""
. Perdade K* Artralgia
Alteracdo proteinas membrana Dor abdominal
Exposicao moléculas adesio Sindrome mao-pé
- . —» Lesoes de 6rgaos
Orgéo e Tecidos L
Infecgdes
—> Hemolise Insuficiéncia funcional
Asplenia
Adesdo ao endotélio Septicemia
Obstrucdo ao fluxo Osteomielite
Hipéxia local Sindrome toracica aguda
Lesdo vascular = Hipertenséo pulmonar
Inflamacéo AVC
Ativacio coagulagio Retinopatia

Insuficiéncia renal
Ulcera de pena

Figura 4 - Esquema dos mecanismos fisiopatolégicos e manifestacdes clinicas da

Anemia Falciforme
Fonte: Zago et al — 2007 “1

3.6 Haplétipos da hemoglobina S: definicéo, origem e distribuicdo no Brasil

Haplétipos do gene S representam polimorfismos do DNA ao longo do
cromossomo 11 que podem influenciar o fendtipo da doenca. Os principais
haploétipos do gene BS sdo o Benin (BEN), Bantu ou Republica Centro Africana
(CAR), Camardes (CAM), Senegal (SEN) e Arabe-Indiano (ARAB) nomeados de
acordo com a regido geografica e grupo étnico onde foram originalmente
identificados.? Outros hapl6tipos menos comuns sdo designados de atipicos (Atp)
e podem resultar de mutacdes pontuais nos sitios polimorficos de restricdes, trocas
entre dois haplétipos BS ou entre haplotipos Bse pA. 43)

O tipo Bantu originou-se no Centro-Oeste da Africa, o Benin na Africa
Meridional e Oriental, o Senegal na Africa Ocidental Atlantica, o Arabia-india no

subcontinente indiano e na peninsula oriental da Arabia, e o tipo de Camardes ao
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longo da costa oeste da Africa.*Y A protecdo conferida por esta mutacdo aos
infectados pela malaria, endémica nestas regides, provavelmente contribuiu para

perpetuacdo do gene B°. (Figura 5)
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Figura 5 - Mapa com as regides de origem dos haplétipos do gene Bs e
superposicao com a Malaria
Fonte: Hebbel 200545

A hemoglobina fetal (Hb F) esta relacionada ao haplétipo e ao curso clinico da
AF.“2 Os haplétipos Senegal e Arabe-indiano apresentam as maiores producées de
HbF, conferindo quadros clinicos mais benignos e menor dano organico. O Bantu é
o0 haplotipo que esté associado aos niveis mais elevados de Hb F e quadros clinicos
de maior gravidade incluindo um risco trés vezes maior de desenvolver acidente
vascular cerebral, insuficiéncia renal, doenca pulmonar crénica com cor pulmonale,
Ulceras nas pernas e morte de adultos jovens.*?> Benin e Camar&es produzem niveis
intermediarios de Hb F e quadros com gravidade.

No Brasil o haplétipo mais frequente é o Bantu, seguido do Benin.®® Na
Bahia ha um discreto predominio do BEN em relacdo ao CAR.(478) Estudo realizado
por Goncalves e col.#9, avaliando 80 pacientes com Anemia Falciforme em
Salvador-BA, demonstrou equilibrio na prevaléncia dos haplotipos CAR n=77
(48.1%) e Benin n=73 (45.6%). SEN n=1 (0.63%) e atipico (Atp) n=9 (5.63%).

Quanto ao gendtipo esse estudo demonstrou prevaléncia maior do CAR/BEN 37
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(46.3%), equilibrio entre os genoétipos CAR/CAR 17 (21.3%) e BEN/BEN in 17
(21.3%) e prevaléncia baixa de outros genotipos: BEN/SEN 1 (1.25%), BEN/Atp 1
(1.25%), CAR/Atp 6 (7.5%), Atp/Atp in 1 (1.25%). Estes resultados estdo de acordo
com o fato historico da comercializacdo de escravos na Bahia procedente do Oeste

e regido central da Africa.

3.7 O Endotélio

O endotélio apresenta uma superficie externa ndo adesiva e antitrombogénica
que mantém o fluxo sanguineo laminar. Modula o ténus vascular, através da
producdo de fatores relaxantes (6xido nitrico) e fatores de contracdo (endotelina),
interferindo na resisténcia vascular periférica. Metaboliza a angiotensina, regula a
inflamacéo, afeta o crescimento de outros tipos de células, em particular as células
musculares lisas (Figura 6). Por estar presente em todos os 6rgdos e tecidos do
organismo, realizando inameras funcdes, pode ser considerado o maior dos
sistemas. Considerando um individuo de 70 Kg, ocupa uma area equivalente a 6
campos de ténis, peso de 1,5 kg e massa celular composta por 1 trilhdo de células
endoteliais.®® Em 1954, Rudolph Altschul referiu que «Envejecemos en la misma

medida que lo hace nuestro endotelio».®b
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Funcgdes do endotélio vascular

Figura 6 - Esquema das funcdes do endotélio

Diagrama do corte transversal do vaso sanguineo, demonstrando as camadas da parede do vaso e
as funcdes do endotélio.
Fonte: Rojas Rubio A. disponivel em http://slideplayer.es/slide/3230466/(%

As células endoteliais podem ser ativadas pelo fluxo sanguineo turbulento,
por hipdxia, lesdo endotelial, produtos bacterianos, citocinas e complemento. Ao
serem ativadas expressam moléculas de adesdo e produzem citocinas e
guimiocinas, fatores de crescimento, substéncias vasoativas, moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade, fatores pr6-coagulantes e

anticoagulantes e outros produtos biologicamente ativos (Figura 7).


http://slideplayer.es/slide/3230466/
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Figura 7 - Representacao grafica do papel do endotélio em estado quiescente ou

basal e estado ativado.
Fonte: Kumar Abbas e Fausto Michell. 62

Lesdo na parede dos vasos resulta em respostas proliferativas que envolvem

as células musculares lisas, a deposicdo da matriz extracelular e a expansao da

intima. O recrutamento e ativacdo de células musculares lisas envolvem sinais

provenientes das células endoteliais, plaquetas, macréfagos além de mediadores da

cascata da coagulacdo e do complemento. O espessamento acentuado da intima

pode resultar em estenose e obstrucdo vascular. Estas alteracdes sédo observadas

na AF, caracterizando a vasculopatia que ao longo do tempo desenvolvem dano

organico irreversivel.
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3.8 Hemadlise e Vasculopatia

Os eritrocitos falciformes sofrem alteracoes na membrana, que acaba por se
romper, levando a hemdlise intravascular e anemia hemolitica crénica de diversos
graus de magnitude.®3

Um terco da hemodlise € intravascular e 2/3 é extravascular por fagocitose. A
hemolise intravascular é hoje reconhecida como um dos fatores centrais da
fisiopatogenia da DF, envolvendo inativacdo e diminuicdo da producdo do 6xido
nitrico. Durante a hemdlise intravascular hemoglobina livre e arginase sao liberados.
A arginase utiliza o substrato arginina, para a produgédo de ornitina, poliaminas e
prolina, responsaveis pela proliferacdo da camada muscular lisa e sintese de
colageno da parede do vaso, resultando em estenose vascular e vasculopatia. A
arginina é o precursor normal da producdo de NO que em presenca da NO
endotelial sintetase é convertida em citrulina e a seguir em NO. A hemoglobina livre
consome NO, produzindo metemoglobina e nitratos inativos. A deplecdo do
substrato arginina e o sequestro de NO causam reducéo local desta substancia e
vasoconstricdo. O estado de vasoconstricdo retarda o fluxo sanguineo e
retroalimenta a polimerizagdo das hemacias falciformes. A superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) como o superéxido, por via enzimética (xantina
oxidase, NADPH oxidase, eNOS desacoplado) e ndo enzimatica promove estresse
oxidativo intravascular que pode também perturbar a homeostase do NO.®%

O o6xido nitrico, além do efeito vasodilatador, inibe a agregacéo de plaquetas,
diminui a expressao das moléculas de adesao, inibe a formacéo de trombina, inibe a

proliferacdo da intima do endotélio evitando estenose e obstrugdo vascular.®>

3.9 O Estresse oxidativo na Anemia Falciforme

Durante o metabolismo humano normal, reacdes fisioldégicas produzem
espécies reativas derivadas do oxigénio (EROS) e do nitrogénio (ERN) que sé&o
rapidamente neutralizadas por enzimas antioxidantes, sem prejuizo a integridade
celular. Estas substancias sdo moléculas instaveis que tendem a se associar de
maneira rapida a outras moléculas de carga positiva como proteinas, lipidios,
carboidratos e &cidos nucléicos produzindo reac¢des e oxidacdo. O dano causado

pelos radicais livres pode alterar a membrana de células como os eritrocitos,
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desregulando o transporte intermembrana®® 57). Neutréfilos e macrofagos ativados
na resposta inflamatoria e lesbes de isquemia reperfusdo produzem grandes
quantidades de radicais livres.

Existem muitas causas de estresse oxidativo na DF. A hemolise ao liberar
hemoglobina livre e arginase contribuem para a deficiéncia de éxido nitrico, um
importante antioxidante enddégeno; o heme livre liberado durante a hemodlise é
oxidativo; o ferro elementar liberado pelo turnover do heme pode gerar peroxido de
hidrogénio®859, Enzimas excessivamente ativadas na AF geram radicais de
oxigénio como um subproduto de suas atividades enziméticas, xantina
oxidoredutase (XOR) e NADPH oxidase. Na AF existe um predominio da endotelina-
1, um potente vasoconstrictor, com agao pro-inflamatoria, em detrimento a producéo
bioldgica de NO®@ e resisténcia a NO®Y) que apresenta agdo antinflamatéria e
antioxidante.

Lesdes de isquemia- reperfusdo aumentam o calcio no interior das células
lesando irreversivelmente as mitocondrias. Induzem adesdo de plaquetas e
leucdcitos ao endotélio.®?) O influxo de leucécitos e as células endoteliais geram

radicais livres e citocinas produzindo mais dano celular.

3.10 Metabolismo Lipidico

Os lipideos, por serem substancias insollveis circulam no plasma em
associacdo com complexos lipoprotéicos. H& cinco classes de lipoproteinas,
separadas de acordo com sua densidade e mobilidade eletroforética: quilomicrons,
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteinas de densidade baixa (LDL), lipoproteinas de
densidade alta (HDL).626%) O figado tem papel central na regulacdo da sintese,
degradacdo e armazenamento de lipides e lipoproteinas.62 64

As lipoproteinas apresentam em sua superficie fosfolipides, colesterol livre e

apoproteinas. No nucleo, triglicerideos (TG) e ésteres do colesterol.®® (Figura 8)
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Figura 8 - Desenho da estrutura da lipoproteina de baixa densidade
Fonte: Naoum 2005 (1)

As apoliproteinas ligam o colesterol e triglicérides a receptores especificos na
superficie celular direcionando-os para os 6rgaos-alvo e tecidos do organismo.
Participam da ativacéo ou inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico. A
apolipoproteina A-1 (apo A-I) é o maior componente do HDL.®® Atua como cofator
para a enzima lecitina colesterol acetil transferase (LCAT) e mediador na
transferéncia do colesterol das células para as particulas de HDL que fardo o
transporte do colesterol para o figado, onde ser4 metabolizado ou excretado sob
forma de sais biliares (transporte reverso do colesterol).®® A apolipoproteina B (apo
B) estd presente nos quilomicrons, VLDL, IDL, e LDL®") e faz o transporte de
colesterol para as células periféricas. Cerca de 90% da proteina na LDL se constitui
de apo B 8. Na corrente sanguinea a enzima lipase proteica (LPL) localizada na
superficie luminal das células endoteliais, hidrolisa o TG transportado pelos
quilomicrons e VLDL. LDL s&o as lipoproteinas com maior contetdo de colesterol.
Transferem o colesterol para as células através de receptores especificos
localizados na membrana celular, que reconhecem a apo-B. Estes receptores estao
presentes nos tecidos onde o colesterol é mais requisitado, como o tecido
hematopoiético.®” O principal papel do colesterol é na sintese da membrana

plasmatica. (Figura 9)
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LEGENDA:

1- Glicoproteina;
2- Glicolipido;
3- Proteina
integrada ou
intrinseca;

4- Colesterol;
5- Proteina
periférica ou
extrinseca;

6- Fosfolipido.

Figura 9 - Esquema da estrutura da membrana plasmatica

Constituicdo da membrana plasmatica: 52% de proteinas, 40% de lipidios (fosfolipides e colesterol) e
8% de carboidrato.®D

Fonte: Teixeira slideshare.®® https://pt.slideshare.net/margaridabt/membrana-plasmtica-7205208

3.11 Metabolismo lipidico na Anemia falciforme

Hipocolesterolemia é considerada quando os valores do colesterol estédo
abaixo de 120mg/dl.(™® Segundo Yesim Oztas é uma condicdo frequentemente
negligenciada, mas que esta associada a risco de morte em doencas hepaticas e em
doencas catabdlicas, como cancer. Reserva antioxidante diminuida e consequente
estresse oxidativo é um dos principais mecanismos relacionados a
hipocolesterolemia.(V

Baixos niveis de colesterol tém sido relacionado a varios tipos de anemia,
como anemia megaloblastica, anemia ferropriva, talassemia, esferocitose congénita
e anemia falciforme.®) Algumas hipéteses foram levantadas para explicar este
fenbmeno: a) maior utilizagdo do colesterol para producdo de eritrécitos em
situacdes de menor sobrevida da hemacia ou hematopoese aumentada, b) diluicdo
do colesterol sérico em funcdo da diluicdo do plasma em decorréncia da diminui¢cdo
da massa eritrocitaria, c) lesdes hepaticas, d) ativacdo do sistema reticulo endotelial,

e) maior oxidag&o do LDL-C por maior exposi¢éo a radicias livres.


https://pt.slideshare.net/margaridabt/membrana-plasmtica-7205208
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Estudos realizados em adultos e criancas com AF demonstraram niveis
diminuidos de CT, LDL-C, HDL-C e aumento de TG.?52") A hematopoiese
aumentada em virtude da hemolise crénica, consome o colesterol para sintese da
membrana celular do eritrécito. Em individuos com a-talassemia, a analise de
apoliproteinas demonstrou diminuicdo de apo A-1 e de apo B e aumento do
conteldo de triglicérides em todas as lipoproteinas.(’

Na AF as alteracGes na funcdo hepatica, muito frequentes nesta condicéo,
levam a diminuicdo da producéo do colesterol e aumento da sintese de triglicérides.
O aumento do catabolismo induzido pela anemia crbénica, aumenta a liberacdo de
acidos graxos livres, maior oferta dessas substancias ao figado, contribuindo
também para maior producao de triglicerideos. Algumas condicfes propiciadoras de
estresse oxidativo como: aumento do oxigénio livre ndo utilizado pela heméacia em
foice, gerando radicias superéxidos (H202), aumento do ferro livre proveniente das
transfusbes sanguineas e hemdlise cronica, levando a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as lesGes de isquemia-reperfusdo, favorecendo a
inflamacdo e producdo de radicias livres, contribuem para oxidacdo do LDL-C e
aumento da sua depuracdo pelo sistema reticulo endotelial. Diminuigcdo do contetdo
de vitamina E, potente antioxidante das lipoproteinas de pacientes falciformes é fator
que desbalanca a oxidacdo destas lipoproteinas.(’374 A deficiéncia de NO em
consequéncia da hemoélise também interfere no metabolismo lipidico na AF.

Hipocolesterolemia e niveis diminuidos de LDL tem sido descrito em doencas
que cursam com hiperproliferacéo celular ">78, como algumas neoplasias e doencas
mieloproliferativas, em virtude de maior expressao de receptores do LDL nestas
células para utilizacdo do colesterol na formacdo da membrana plasméatica celular:
Este € um mecanismo que pode estar presente na AF.

Segundo Naoum,®d estudar o metabolismo lipidico na AF, trard compreensao
sobre os varios caminhos bioldgicos, ainda pouco explorados, que envolvem este

mecanismo na complexa fisiopatologia da AF.
3.12 Citocinas
Citocinas sdao um grupo de proteinas responsaveis por emissdo de sinais

entre as células envolvidas na resposta inflamatéria. Sado produzidas por varios tipos

de células principalmente linfécitos, macrofagos ativados, células dendriticas, células
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endoteliais, epiteliais e tecido conjuntivo. Podem agir nas préprias células que as
produzem, em células vizinhas e mais raramente a distancia. Abrangem varias
categorias: interferons (INF), interleucinas (IL), fator estimulador de colénias (CSF),
fator de necrose tumoral (TNF) e fator de transformagao de crescimento (TGF ).("")

As interleucinas compfem um grande numero de moléculas produzidas
principalmente pelos linfocitos T. Existem mais de 36 tipos de interleucinas, algumas
com alguns subtipos como IL-1b, IL-1a, de acordo com sua atividade. De uma forma
geral sdo capazes de promover o crescimento celular, diferenciacdo e ativacao
funcional. Atuam em grupos especificos de células que expressam receptores
adequados para cada uma delas, mas podem ter atividades superponiveis.("®
(Figura 10)
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Figura 10 - Producéo e interrelacbes das citocinas

S: célula tronco; LS: célula tronco linfoide; MS: célula tronco mieléide; MAC: macréfago;
MC: mastécito; PMN: polimorfonucleares; BO: baséfilo; EO: eosindfilo; PC: plasmacito;
Tc: linfécito T citotoxico; IL: interleucinas; TNF: fator de necrose tumoral;, MCSF:

fator de estimulo de coldnias de granulécitos; EPO: eritropoetina; Th: linfécito T auxiliar;
RGC: eritrécito.

Fonte: Naoum PC, 2001 ")
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3.12.1 Citocinas avaliadas neste estudo: producéo, células alvo e agdes (7879

o IL-1: secretada pelos macréfagos, mondcitos e linfocitos B participa na
regulacdo de respostas imunes, reacdes inflamatorias e hematopoiese. Induz
expressdo de selectina E, VCAM-1, ICAM-1 pelo endotélio. Aumenta producao
de Proteina C-reativa e amildide sérico.

o |IL-6: secretada pelos linfocitos T e B, endotélio, fibroblastos e macréfagos,
estimula o figado na producdo de proteinas da fase aguda
como PCR e amiloide P sérico. Induz a diferenciacdo de linfocitos B em
plasmacitos, linfécitos. Induz a hematopoiese.

o |L-8: sintetizada por macrofago; quimiotaticas para neutrofilos e linfocitos T.
Estimula a inflamacgdo. Aumenta a expressao de moléculas de adeséao (V-CAM e
I-CAM)

e IL-10: inibe a producdo de citocinas Thl e macrofagos, inibe a producdo de
interferon-gama (IFN-y), IL-1, IL-6, IL-10 e TNF-alfa e suspende a apresentacéo
de antigenos. Por outro lado, ativa linfocitos B. Desse modo inibe a resposta de
combate contra patdgenos intracelulares e tumores e estimula resposta contra
patdgenos extracelulares. Inibe a formacédo de granulécitos.

o IL-12: sintetizada por linfécitos B e macréfagos estimula os Linfécito NKe T a
produzirem IFN-y e respostas Th1. Se opde aos efeitos de IL-10.

e IL-17: inducédo da producao de citocinas pro-inflamatérias, em especial IL-8

« TNF-a (fator de necrose tumoral): E produzido principalmente pelos macréfagos.
Inibem o crescimento de células tumorais, estimulam a resposta inflamatoria e

outras citocinas que causam febre e combatem infec¢des.

3.13 Citocinas na Anemia Falciforme

Anemia Falciforme € caracterizada por estado inflamat6rio crénico que
contribue para diminuir a sobrevida e comprometer a qualidade de vida.®
Vasoclusdes recorrentes, hemolise e ativacdo endotelial induzem  resposta
inflamatoria continua que se manifestam com aumento dos niveis de citocinas,
diminuicdo da biodisponibilidade do NO e estresse oxidativo.8 Hemodlise
intravascular libera hemoglobina livre para o plasma, heme e espécies reativas de

oxigénio que contribuem para a ativacdo de globulos vermelhos, leucécitos,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fator_de_necrose_tumoral
https://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
https://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
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plaguetas e células endoteliais. Esta ativacdo leva ao aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, que dao a AF as caracteristicas de
doenca inflamatéria  cronica®47%81,_ Citocinas inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-
171782 tem um importante papel na resposta inflamatéria na AF. Estudos indicam
que que TNF-a é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda, recrutando
neutrofilos e mondcitos para o sitio da inflamacado. Elevacdo dos niveis de TNF-a
estimulam a producéo de IL-6, que por sua vez estimulam a producéo de proteinas
da fase aguda da inflamacdo. A IL-17 ativa células endoteliais e macréfagos a
produzirem mais IL-6 e TNF-a.®3 |L-1B também estad associada a ativagdo de
leucécitos, particularmente mondcitos e neutrdéfilos. Qari et al. (2012)®3) observou
concentracfes plasmaticas elevadas de IL-1p em pacientes com AF quando
comparados a controles e niveis mais altos desta citocina durante o estado
estacionario do que durante episddios dolorosos. Em 2011, Asare et al.8%
demonstraram que niveis elevados de IL-1B no plasma é um bom preditor de AVC,
protegendo pacientes jovens com AF contra desenvolvimento desta complicacao.

Estudos tem demonstrado niveis elevados de citocinas em estado estavel da
doenca.(®8) Acredita-se que oclusdo microvascular subclinica importante ocorra na
AF. Adesdo das hemacias em foice na parede do vaso durante estas vasoclusdes
subclinicas, inflamacdo e tensdes de cisalhamento produzem dano, ativacdo
endotelial e elevacéo de citocinas ®%87), As citocinas e quimiocinas produzidas pelo
endotélio ativado contribuem, por sua vez, para a ativagcdo pan-celular mais
producdo de TNF-a, IL-6, e II-17, produzindo um circulo vicioso que leva a
perpetuacdo da inflamacéo crénica.

Além de produzir NO, as células endoteliais liberam endotelina-1, um
peptideo pré-inflamatério e potente vasoconstritor de grandes e pequenas artérias e
veias. Durante quadros inflamatérios agudos, como sindrome da angustia
respiratéria do adulto (SARA), coagulacdo intravascular disseminada e sepse, 0s
niveis plasmaticos de endotelina-1 estdo elevados, assim como nos pacientes com
doenca falciforme. Esse peptideo aumenta as concentracdes de VCAM-1 e ICAM-1
soluveis e também estimula mondcitos a secretarem citocinas inflamatorias, como
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, GC-SF e substancias que aumentam a producdo de
superoéxidos pelos neutrofilos.

Estudos que avaliam interleucinas na AF tem demonstrado resultados néo

uniformes quanto a interleucinas que predominam em estado estavel e crise
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vasoclusiva e poucos estudos tem avaliado correlagbes de interleucinas com

marcadores clinicos e laboratoriais da doenca. (Tabela 3)

3.13.1 Trabalhos sobre citocinas na Anemia Falciforme

Tabela 1 - Trabalhos sobre Citocinas na Anemia Falciforme

Autor e col./ Ano

Interleucinas

Resultado

Francis (1992)"

TNFa, IL-1

TNF-a foi elevada em 18 dos
21 individuos no estado
estacionario e 13 dos 19
individuos em CVO. IL-1 foi
elevada em 6 individuos em
estado estacionario e 3
individuos em crise.

Croziat (1994)@®5)

GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-1q, IL-18

HbF <9% se associou a GM-
CSF1; observado baixos niveis
de IL-3, IL-1 e IL-6 sem
correlagcdo com HbF.

Taylor (1997)8)

IL-4, IL-6 e IL-10

Aumento significativo das IL-4
e IL-6 e elevacdo de IL-10 no
grupo  AF  (aumento de
cytokine Th2).

Kubividia(1997)@®°)

TNFa

Criancas com AF em estado
estavel apresentam niveis de
TNFa menor que aquelas com
déficit de crescimento

Graido-Gonzalez(1998)(°0

TNFa, IL-1B, IL-6,
Endotelina e PGE2

IL-8,

IL-10,

TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10,
endotelina e PGE2 nado foram
elevados na AF assintomatica
guando comparado a controles
saudaveis. Endotelina e PGE2
foram elevadas durante CVO.

Bourantas (1998)@6)

IL-1B, IL-2, IL-4, IL-10,
TNF-a, PCR,
transferrina

ceruloplasmina,

IL-1B, IL-2, IL-4, IL-10,

TNF-a, nao foi detectada em
pacientes com AF. IL-6 foi
significativamente elevada e
pode ser responsavel pelos
niveis elevados de PCR
durante o estado estavel da
doenca.

Gongalves (2001)©®Y

IL-8
(1 a 45 anos de idade)
CVO vs estado estavel

IL-8 foi mais elevada durante
CVO vs estado estavel e
semelhante entre estado
estavel e controles
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Autor e col./ Ano

Pathare (2004)8

Interleucinas

IL-1B8, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-

a, IFN-y

Resultado

Na CVO houve niveis
elevados de TNF-a (p <0,092)
e IL-6 (P <0,024) quando
comparados com o estado
estacionario. No estado
estavel TNF-a foi semelhante
aos controles. No estado
estavel IL-18 (p <0,04), IL-6 (p
<0,0001) elFN-y (p <0,02)
foram mais elevadas quando

Vicari (2007)°2

comparado a individuos
normais.
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 TNF-a, IL-1B, IL-6 foram

107 pacientes

semelhantes em pacientes e
controles. IL-8 foi mais elevada
em falcémicos que controles.
IL-8, aumento da idade, Hb
baixa e niveis de LDH elevado
foram significativamente
elevados em pacientes com
hipertensdo pulmonar (HP),
podendo representar fator de
risco para HP.

Akohoue (2007)%

IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-10
e TNFa, PCR e F2-IsoPM para

estresse oxidativo.

Gasto energético, inflamagéo e

estresse oxidativo na AF, faixa

etaria de 9 a 15 anos de idade

em estado estavel

IL-8, leucécitos, PCR e
estresse oxidativo estédo
elevados no grupo AF e foram
fatores independentes para
aumento do gasto energético
em criancas de 9 a 15 anos de
idade.

Lanaro (2009)%

TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y,

HO-1 (heme oxigenase
cycloxygenase 2 (COX-2)
indutivel NOS (iNOS), PGE2

1),
e

IL-8, TNF-a, COX-2 e PGE2
foram mais elevados no grupo
AF. IL-10 foi semelhante entre
AF e controles. No grupo
tratado com HU houve
reducdo significante de TNF-a.

Asare (2010)84

IL- 1B

Concentracdo moderada de IL-
1B plasmatica esta associada
a diminuicdo da probabilidade
de AVC na AF

Bandeira (2014)°%

IL-6, TNF-a, IL-17

TNF-a (p=0,025) e IL-6
(p=0,003), estéo elevadas no
estado estavel quando
comparado a controles. IL-6,
TNF-a foram mais elevadas
em individuos com haplétipo
Bantu-Bantu que Benin-Benin
e Bantu-Benin
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Tabela 1 - Trabalhos sobre Citocinas na Anemia Falciforme (Continuacgéo)

Autor e col./ Ano Interleucinas Resultado

Da Silva (2014)% Em pacientes com Ulcera de
perna apresentaram IL-6, IL-17
IL-6, IL-17A, 1L-22, IL-23 (Th17)e A, IL-22 associadas a niveis
cultura de células mononucleares elevados de LDH. Nestes
pacientes elevacao de IL-17A
produziu protecdo para STA

TNF-a e IL-6 foram elevadas

Nnodim Johnkennedy®” IL- 18, IL-2, IL-6, TNF-q, IFN-y & CVO vs estado estavel. IL-
i 18, IL-6 e |IFN- y foram
(2015) Estado estavel vs CVO elevadas em pacientes com

AF estaveis versus controles

IL-10 foe mais elevada no
estado estavel; IL-6 e TNF-a
durante CVO. IL-10
apresentou correlacao
IL-6, IL-10 e TNF-a negativa com a frequéncia,
Sarray (2015)©8) ] tipo, gravidade e duracdo do
Estado estavel vs CVO COV e com necessidade de
Criancas com AF tratamento com hidroxiureia,
enquanto a IL-6 se
correlacionou  positivamente
com a duracdo dos episédios

de COV.

IL-17 foi significativamente
mais elevada em individuos
L com AF. Houve associagdo
Vilas-Boas (2016)% IL-17, TGF-B,homocisteina (Hey), significativa entre Hcy, IL-17,
sVCAM TGF-B, sVCAM, sugerindo que
estas moléculas contribuem
para a inflamacdo e ativacdo
vascular na AF.

3.14 Vasoclusao

A interacdo da heméacia em foice com o endotélio vascular é o gatilho para a
ativagcdo desta estrutura e desencadeamento de varios fendbmenos que culminam
em vasoclusao, isquemia, estresse oxidativo, inflamagdo e vasculopatia a longo
prazo.19) A oclusdo microvascular resulta em crises dolorosas agudas, enquanto a
oclusdo macrovascular parece ser a causa da faléncia de 6rg&os.1

A aderéncia aumentada dos eritrocitos falciformes ao endotélio tem sido
implicada como o passo inicial da vasoclusdo.*%) Ativacdo endotelial e expresséo

de moléculas de adesdo demonstraram que a adesdo participa ativamente da
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obstrugdo vascular e desencadeamento de fendmenos inflamatoérios.®) Outros
pesquisadores tém destacado a interferéncia dos leucocitos e das plaquetas.
Leucdcitos aderidos, agregando-se a plaquetas, obstruem o limen, estimulam o
endotélio vascular aumentar a expressao de ligandos para moléculas de adeséao a
parede do vaso (VCAM-1), adeséo intercelular (ICAM), adesao entre plaquetas (P-
selectina) e adesao de plaquetas ao endotélio (E-selectina), causando danos aos

tecidos e reacédo inflamatoria que predispde a vaso-ocluséo.®V

O endotélio lesado expde fator tecidual, desencadeia a cascata da
coagulacdo e libera multimeros de Von Willebrand, num complexo processo de

retroalimentag&o da vasocluséo. (Figura 11)

Fisiopatologia da vasoclusao na anemia falciforme

Stage1 Stage 2 Stage3
@ Aderéncia anormal ao endotélio vascular @ Proliferacdo de células musculares lisas
(2) Hemdlise intravascular e fibroblastos na intima

FI 5 Agregacao plaquetaria
@ Aderéncia de leucocitos @ Sasciloniits

(@) * Ténus vasomotor Odiisso vasailas

Switzer et al., Lancet Neurol 2006; 5:501

Figura 11 - Representacao da fisiopatologia da vasoclusao
Fonte: Switzer 2006 (192



3.15 Resumo da Fisiopatologia da Anemia Falciforme em forma de Algoritmo

Fonte: Autoria propria
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3.16 Manifestagdes Clinicas da Anemia Falciforme

A AF apresenta natureza pleiotrépica, ou seja, uma mutacdo em ponto Unico,
determina multiplas express@es fenotipicas associadas a interacdes genéticas
complexas e modificadoras que ndo sdo bem compreendidos.(103104)  Ag
complicacfes desta doenca sdo numerosas e afetam todos os 6rgaos e / ou tecidos
do corpo, podendo se apresentar com manifestacdes agudas ou crénicas. Abaixo

estdo relacionadas as principais complicacdes observadas na AF.(1%5)

Exacerbacdes Agudas de Anemia

Sequestro Esplénico Agudo

Episddio Aplasico

Hiperhemolise

Complicagbes Cardiacas

Cardiomegalia

Cardiomiopatia

Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

Hipertenséo

Prolapso da Valva Mitral

Enfarte do Miocérdio

Distarbios do Crescimento e Desenvolvimento
Retardo de crescimento (baixa estatura, falha no crescimento)
ComplicagOes Gastrointestinais / Hepatobiliares
Colecistite

Colelitiase / Lama Biliar

Sequestro hepético

Colestase Intra-hepética

Pancreatite

Hepatite Viral

ComplicagOes Musculares / Esqueléticas / Pele
Necrose Avascular (AVN)

Dactilite (sindrome méao-pé)

Ulceras da perna



Miosite / Mionecrose / Fasciite

Osteomielite (aguda ou recorrente)
Osteopenia / Osteoporose

Complicagdes Neurolégicas (Sistema Nervoso Central)
AVC - aneurisma

Acidente Vascular Cerebral - Hemorragico
Acidente vascular cerebral - infarto

Derrame - Moya Moya

Acidente Vascular Cerebral - Infarto Cerebral Silencioso
Ataque Isquémico Transitorio

Complicacbes Oftalmoldgicas

Estrias Angidides

Lesao Black Sunburst

Sinal de virgula conjuntival

Glaucoma (secundario a presenca de sangue na camara anterior do olho)
Hifema

Retinopatia Proliferativa

Descolamento de Retina

Hemorragia em Patch de Salméao

Hemorragia Vitrea

Sindromes de Dor

Episddio Agudo de dor

Sindromes da dor iatrogénica

Neuropatia (dor neuropatica)

ComplicagOes pulmonares

Sindrome Toracica Aguda (STA)

Asma

Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)
Doencga Pulmonar Restritiva Cronica

Embolia Pulmonar

Hipertensdo Pulmonar

Complicagdes Renais / Geniturinarias

Insuficiéncia Renal Aguda
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Insuficiéncia Renal Crbnica
Hematuria

Priapismo

Proteinudria / Sindrome Nefrotica
Pielonefrite

Complicacdes Esplénicas
Infarto Esplénico Agudo
Asplenia Funcional
Hipersplenismo

Sequestro Esplénico Agudo
Complicacdes secundarias a transfusdes e sobrecarga de ferro
Sindrome de Hiperviscosidade
Hemodlise Imune

Hemossiderose transfusional

3.17 Fatores de risco para eventos adversos na Anemia falciforme

Esforcos tem sido realizado para identificar preditores de gravidade na
Doenca Falciforme a fim de que terapias mais efetivas, porém com potencialidade
para complicacdes, sejam selecionadas e instituidas precocemente.

Miller e col.1® acompanharam durante 10 anos 392 criancas portadoras de
HbSS e Sp°talassemia, a partir de 6 meses de idade, observando dactilite, nivel de
hemoglobina menor que 7 g/dl no estado estavel, leucocitose na auséncia de
infeccdo, como preditores de AVE, CVO frequentes, STA recorrentes e morte. Neste
estudo reticulécitos acima da média 9,3 + 6% esteve associado a doenca mais
severa (p=0,001). Estudos observaram que niveis baixos de hemoglobina se
associam a risco de morte na infancia®), na vida adulta®” e risco de AVE (97
engquanto niveis mais elevados de hemoglobina se correlacionam com aumento do
risco de sindrome toracica aguda®%® e crise dolorosa.(1%) Leucocitose foi associada
a risco de acidente vascular cerebral em uma coorte de 310 criancas com HbSS,
acompanhadas do nascimento até 14 anos de idade. A incidéncia de AVE nesta
coorte foi de 7,8%.?% A reducéo acelerada do nivel de hemoglobina fetal durante a

infancia tem sido associada a perda da funcéo esplénica 10 e a ocorréncia desse
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evento antes de um ano de idade pode estar fortemente associada a risco de
doenca grave. Em 1994, o Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD)1Y
observou que individuos com Doenca Falciforme com valores de Hb fetal (HbF)
maior que 8% sobreviviam mais do que aqueles com valor abaixo desse ponto de
corte.

A dilatagcdo mediada por fluxo da artéria braquial, avaliada por método
ultrassonografico com Doppler quando abaixo de 6,65% apresentou sensibilidade de
55% e especificidade de 79% para risco de Sindrome toracica aguda, em estudo
realizado com portadores de HbSS de 6 a 18 anos de idade.®1?

Contagem leucocitéria elevada no paciente sem crise € fator independente
de risco para morte precoce e esta associada a varias complicacbes como: AVC,
infarto cerebral silencioso, sindrome toracica aguda e priaprismo.?! 113 Também
esta significativamente associada ao desenvolvimento de nefropatia®® da AF.

Em criancas com HbSS niveis elevados de desidrogenase latica se
correlacionaram significativamente com hemoglobina, reticulocitos, aspartato
transaminase e alteracdes no fluxo sanguineo da artéria cerebral média avaliadas
através do doppler transcraniano. (14

Elevacao dos niveis séricos de desidrogenase latica, elevacao de bilirrubina e
diminuicdo da Hb se relacionaram a maior prevaléncia e maior severidade de
hipertensdo pulmonar.1® Episédios recorrentes de dor associam-se a
mortalidade precoce em maiores de 20 anos de idade.%) Os episddios de dor
aguda tendem a ser mais frequentes em pacientes com HbSS, hematdcrito alto,
baixa concentracdo de hemoglobina fetal9), histéria de sibilancia por asma (16) e
hipoxemia noturna.”) Estas informagdes foram importantes para definir os critérios
de inclusdo para tratamento com Hidroxiuréia.

Alguns estudos tém demonstrado que na AF, a diminuicdo do NO parece ter
papel preponderante na propensdo ao desenvolvimento de AVC, hipertensao
pulmonar, Glceras de membros inferiores e priapismo.@4

Zorca e col. M18) avaliando 328 individuos com HbSS e SB°talassemia quanto
ao perfil lipidico e sua associacdo com hemodlise, disfuncdo endotelial e hipertensao
pulmonar observaram que triglicérides foi fator independente para aumento da
velocidade de regurgitacdo na valvula tricispide (p=0.002) e TG/HDL-C apresentou
correlacdo significante com disfuncdo endotelial, através do fluxo sanguineo na

artéria braquial (p<0,005).



Quadro 3 - Fatores de risco para eventos adversos na Anemia Falciforme

Fatores de risco

Eventos Adversos

Dactilite em menores de 1 ano de
idade

Morte precoce; AVE; CVO frequente;

STA recorrente

Hemoglobina abaixo de 7g/dL no

estado estavel

Morte precoce; AVE; CVO frequente;

STA recorrente

Hemoglobina elevada

STAe CVO

Leucdcitos acima de 20 x 10%L no

steady state

Morte precoce na infancia e na vida
adulta; AVE; infarto silencioso; CVO
frequente; STA recorrente; priapismo;

nefropatia

Reticulocitos elevados

Doenga mais severa

Hemoglobina Fetal abaixo de 8%

Menor sobrevida

Reducdo acelerada da Hemoglobina

fetal no primeiro ano de vida

Doenca mais severa

Desidrogenase latica elevada no

steady state

Hipertensédo pulmonar; alteragdes no

Doppler transcraniano

Crises vaso-oclusivas recorrentes

Morte precoce em menores de 20
anos de idade

Diminuicéo do 6xido nitrico

AVC, hipertensédo pulmonar, Ulceras

de membros inferiores e priapismo.

Triglicérides elevada

Aumento da velocidade de

regurgitacao na valvula tricaspide.

Vasodilatacdo mediada por fluxo

abaixo de 6,65%

Risco de STA (OR: 1,45)
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3.18 A Hidroxicarbamida

A Hidroxicarbamida(HDX) foi sintetizada pela primeira vez na Alemanha, por
Dressler e Stein, em 1869.(11% Somente um século depois, mais especificamente em
1967, este medicamento foi aprovado pelo FDA norte-americano para tratamento de
doencas neoplasicas e nos anos subsequentes, para o tratamento de pacientes com
leucemia mieloide crénica, psoriase e policitemia vera.t29 E uma droga citotoxica,
anti-neoplasica e anti-metabdlica, que promove bloqueio da sintese do acido
desoxirribonucleico (DNA) pela inibicio da enzima ribonucleotideo redutase,
mantendo as células em fase S do ciclo celular.*?

A observacdo de que valores aumentados de hemoglobina fetal (Hb F)
previnem varias complicacdes da DF conduziu os pesquisadores a busca por
farmacos que aumentassem a sintese intraeritrocitaria de Hb F.(120 A primeira
aplicacéo clinica da HDX na AF foi em 1984. Em 1998 foi aprovado pelo FDA e em
2007 pela European Medicine Agency para uso na AF.

Foi observado que o uso da HDX aumenta o nivel da hemoglobina, diminui a
concentracdo de plaquetas e a contagem de células brancas, altera a expresséo de
moléculas de adesdo e da producdo do 6xido nitrico.?2 Em um ensaio clinico
randomizado a HDX diminuiu a frequéncia de episédios dolorosos, de sindrome
toracica aguda, necessidade de transfusdo sanguinea, e de internamento hospitalar
em pacientes com anemia falciforme.(') Além disso , aumenta as taxas de
sobrevida e a expectativa de vida, protege contra o desenvolvimento de doenca
cérebro-vascular, diminui dano organico ao longo do tempo.

Além da vantagem de administracdo oral, HDX é um medicamento seguro, de
facil controle; apresenta poucos efeitos adversos e o efeito mielossupressor
facilmente detectavel que produz é reversivel apos a suspensao do uso da mesma.

A HDX tem varios efeitos diretos no mecanismo fisiopatolégico da DF. O
aumento da sintese da Hb F reduz a polimerizacdo da Hb S, inibe a externalizacao
da fosfatidilserina na membrana do eritrdcito falcizado diminuindo a sua remogé&o por
macroéfagos ativados, além de diminuir a adesdo ao endotélio vascular e a ativagédo
da coagulacdo. Promove diminuicdo do numero dos neutrofilos, hidratacdo
eritrocitaria, reducdo da expressao de moléculas de adesédo dos eritrécitos, aumento
da sintese e biodisponibilidade de 6xido nitrico pela ativacdo da guanidil ciclase e

consequente aumento da GMP ciclico intraeritrocitaria e endotelial. 122.123)
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Células
Falciformes

'

Durante a terapia Durante a terapia Durante a terapia

» 4

- Aumentode Hb F ‘

Celularidade reduzida - Macrocitose 1 - Reducio da
- Aumento da PouFas celulas aderéncia

proporgdo de falcizadas ; - Menor lesio

células nucleadas . ‘%enor reticulocitose endotatial

Figura 12 - Mecanismo de acgdo da Hidroxiuréia
Fonte: STEINBERG 1999 (124

A PORTARIA CONJUNTA N° 05, DE 19 DE FEVEREIRO DE 2018125
aprovou o novo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenca Falciforme
que normatiza as indicacbes e uso da HDX, prevencdo de infecgcbes com
Fenoximetilpenicilina potassica (Penicilina V) ou penicilina benzatina e os critérios de
inclusdo para transplante alogénico aparentado mieloblativo de células-tronco
hematopoiéticas (sangue de corddo umbilical, sangue periférico ou medula éssea). A
terapéutica com HDX contempla criangcas a partir de dois anos de idade. Inclui
lactentes a partir de 9 meses de idade em situacdes especiais como: dactilite antes
do primeiro ano de vida, concentracdo de Hb persistentemente menor que 7 g/dL
(média de 3 dosagens fora de evento agudo), contagem de leucécitos maior que 20
x 10°%/L (média de 3 dosagens fora de evento agudo), quando presente um destes
achados, além dos critérios de inclusdo previstos no protocolo.

A HDX administrada por via oral é rapidamente absorvida atingindo nivel
plasmatico maximo entre 20-30 minutos. Tem meia vida plasmatica de trés a quatro
horas, sendo metabolizada no figado e excretada por via renal (80%).(12¢)
Recomenda-se dose inicial de 15 mg/kg/dia, uma Unica vez ao dia, podendo ser
aumentada até a dose méaxima tolerada, que ndo deve exceder 35mg/kg/dia. E

necessario controle de leucograma e plaguetas em virtude do potencial efeito
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mielossupressor. Pode apresentar toxicidade para o figado (elevacao de 2 vezes no
valor das transaminases), rins e aparelho gastrintestinal. Além disso, apresenta
potencial carcinogénico e teratogénico.?”) Entretanto, estudos apontam que 0s
beneficios do tratamento superam os riscos(”), uma vez que o uso da HDX reduz em
40% o risco de 6bito pela DF-(128)
Critérios de inclusdo para tratamento com HDX (Protocolo do MS 2018)(125

Ter apresentado pelo menos uma das complicacdes abaixo nos dltimos 12
meses:

e Trés ou mais episodios de crises vasoclusivas com necessidade de
atendimento médico

e Dois episddios de sindrome toracica aguda (definida como dor
toracica aguda com infiltrado pulmonar novo, febre de 37,5°C ou
superior, taquipneia, sibilos pulmonares ou tosse)

e Um episddio de priapismo grave ou priapismo recorrente

e Necrose isquémica 0ssea

e Insuficiéncia renal

e Proteindria de 24 h maiorouigualalg

e Anemia grave e persistente (Hb menor que 6 g/dL em trés dosagens
no periodo de 3 meses)

e Desidrogenase lactica (DHL) elevada duas vezes acima do limite
superior nas criancas ou adolescentes e acima de trés vezes do limite
superior no adulto

e Alteracdes no eco -Doppler transcraniano acima de 160 e até 200
cm/s;

e Retinopatia proliferativa

e Quaisquer outras situacbes em que haja comprovagcdo de lesao
cronica de érgao (s).

3.19 Avaliacédo da Funcéo Endotelial
A funcdo endotelial pode ser avaliada através de diferentes abordagens: (1)

afericdo de caracteristicas mecéanicas do vaso e da parede vascular (espessura das

camadas intima e média, complacéncia, distensibilidade e indices de remodelacéo);
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(2) determinagdo de marcadores endoteliais sollveis como fator de Von Willebrand,
ativador de plasminogénio, inibidor de moléculas de adesdo, complexos
trombomodulina e N-6xidos; (3) avaliacdo da regulacao do tbnus vascular endotélio-
dependente.(129)

Em 1992, foi descrito um teste ndo invasivo utilizando ultrassom para acessar
a fungéo vascular de uma artéria de condutancia na circulagéo sistémica.3® Nesse
método, o didametro da artéria braquial € medido antes e depois de um aumento do
shear stress, induzido por hiperemia reativa (FMD). Quando um cuff de
esfigmomandmetro colocado no antebraco € insuflado e liberado 4 a 5 minutos apés,
a velocidade mediada por fluxo (VMF) ocorre predominantemente como um

resultado da liberacdo endotelial de NO.(39) (Figura 13)

eNOS gene
transcription

Figura 13 - Representacao grafica da génese da vasodilatacdo mediada por fluxo

Génese da Vasodilatagdo mediada por fluxo. Shear-stress (tensao de cisalhamento), eNOS (6xido
nitrico sintetase endotelial), PG2 (prostaciclina), EDHF (fator hiperpolarizante derivado do endotélio),
Kc (canais de potassio e calcio ativados), FMD (dilatagdo mediada por fluxo).

Fonte: Moens AL; 2005.(131

Este método pode ser realizado avaliando a resposta vasodilatadora
endotélio-dependente nas artérias radial, axilar e femoral. Diametros inferiores a 2,5
mm néo sdo recomendados por serem dificeis de medir. Aumento da idade, sexo

masculino, hipertensdo arterial sistémica, diabetes, tabagismo, hipercolesterolemia,
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obesidade, baixo peso ao nascimento, hiper-homocisteinemia, doenca
cardiovascular, aumento de catecolaminas (stress), estrégeno, ingestdo de acucar e
gordura séo fatores que afetam a VMF. Recomenda-se que o exame seja realizado
entre 7:00 e 10:00h da manha porque A VMF sofre variacdo diurna. Importante, que
0s testes sejam realizados por um Unico examinador para garantir uma elevada
reprodutibilidade.®3%

Em pessoas saudaveis, a VMF é de 7 a 10% de (132133) diametro da linha de
base, mas em pacientes com doenca cardiovascular a VMF € deficiente ou ausente,
com valores de 0 a 5%.13) Em criancas e adolescentes ndo existem valores
estabelecidos. Jarvisalo et al 134 através de estudo com amostra de 105 criancas
saudaveis com média de idade 10 anos (variacdo de 9 a 16 anos), sugere utilizar
como limite inferior da normalidade valores da VMF abaixo do percentil 10. Andrade
et al’3® estudando valores normais da VMF em adolescentes normotensos sem
fatores de risco para HAS também utiliza o critério do percentil 10 como limite inferior
da VMF.

Estudo realizado anteriormente, avaliando a VMF de 40 criancas e
adolescentes com AF, comparados a 25 controles saudaveis, encontrou VMF =
8,4% como valor de corte para disfuncdo endotelial, conforme critério de Jarvisalo.
Apés estratificacdo da amostra de acordo com a presenca de disfuncdo endotelial
nao foi observado diferenca na frequéncia de manifestacdes clinicas e endoteliais.
Entretanto utilizando o valor de corte de 6,65% estabelecido através de Curva ROC
para disfuncdo endotelial, observou-se maior frequéncia de STA em pacientes com
percentual de VMF abaixo deste valor.(112)
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4 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO

Recrutamento de pacientes HbSS (em uso e

l

Assinatura do TCLE, entrevista e

exame fisico

i Realizac&o do teste de disfuncao
i endotelial e coleta de sangue
|
1

Venoso

Exames laboratoriais Coleta de dados sobre evolugéo

=
=EEE

clinica, exames laboratoriais de

rotina e Doppler Transcraniano.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal, analitico com grupo de comparac¢ao

5.2 Periodo do Estudo

A coleta de dados foi realizada de 1° de junho de 2014 a agosto de 2016,
envolvendo 65 pacientes para o mestrado em Medicina e Saude, ampliada para o

doutorado.

5.3 Populacédo Alvo

Criancas e adolescentes com anemia falciforme em tratamento com HDX e
grupo nao tratado com HDX; criancas e adolescentes saudaveis para o grupo de

comparagao.

5.4 Populacdo Acessivel

Criancas e adolescentes de 6 a 18 anos de idade, com diagndstico de
Hemoglobinopatia SS, matriculadas e acompanhadas no Ambulatério de
Hematologia do Ambulatério Magalhdes Neto — Complexo Hospital Universitario
Professor Edgard Santos (HUPES) da Faculdade de Medicina da Bahia - UFBA e na
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA), centros de
referéncia no atendimento e tratamento de doencas hematologicas.

Criancas e adolescentes da mesma faixa etéria, sem doenca falciforme e sem
outras doencas agudas ou crbnicas, matriculadas no ambulatério docente-
assistencial de pediatria geral do Hospital Geral Roberto Santos (HGRS) / Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) e no ambulatério de Hebiatra do
Ambulatério Magalhdes Neto — Complexo HUPES da Faculdade de Medicina da
Bahia - UFBA.

A faixa etaria do estudo foi selecionada por razdes técnicas para a realizagédo

do teste de disfungéo endotelial.
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5.5 Amostra

5.5.1 Técnica de Amostragem

Foi obtida amostra de conveniéncia de criancas e adolescentes nos
ambulatérios de acompanhamento e que preenchiam os critérios de elegibilidade.

5.5.2 Céalculo do tamanho amostral

O caélculo amostral foi realizado tendo como base a primeira etapa do estudo
que avaliou a funcdo endotelial de criancas e adolescentes com AF e sua
associacdo com comorbidades.®1?)

O tamanho da amostra foi calculado baseado no desvio padrdo da média de
dilatacdo da artéria braquial, obtido em trabalho publicado na literatura de 0,2,
comparando 2 grupos, para detectar diferenca de 0,25.1% Foi considerado erro alfa
de 0,05 e poder de 90%. Total de 30 individuos, 15 com HbSS e 15 sem
hemoglobinopatia. Considerando dificuldades técnicas com a faixa etaria pediatrica
definiu-se 60 individuos, 20 em uso de hidroxiuréia, 20 em ndo uso de hidroxiuréia e
20 sem hemoglobinopatias, o calculo foi executado através do programa de

estatistica WinPepi®.

5.6 Critérios de elegibilidade

5.6.1 Critérios de inclusdo

5.6.1.1 Grupo HbSS

e Faixa etaria de 6 anos a 18 anos

e Hb SS diagnosticado por eletroforese de Hb e/ou cromatografia liquida de
alta performance

e Auséncia de eventos agudos ha um més

e Sem quadros infecciosos ha um més

e Assinatura do TCLE, indicando concordancia em participar do estudo;
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5.6.1.2 Grupo sem HbSS

e Faixa etaria de 6 a 18 anos

e Aparentemente saudaveis, sem diagnoésticos de patologias agudas.

e Hb AA, obtida por eletroforese de Hb e/ou cromatografia liquida de alta
performance

e Auséncia de infec¢des no ultimo més

¢ Indicador IMC/idade abaixo do escore Z +2, segundo curva da OMS

e Auséncia de doencas crbnicas

e Assinatura do TCLE, indicando concordancia em participar do estudo;

5.6.2 Critérios de exclusao

5.6.2.1Grupo HbSS

e Acidente vascular encefalico prévio

e Transfusdo sanguinea ha menos de 3 meses

5.6.2.2 Grupo sem HbSS

e Quadros infecciosos agudos, durante o processo de realizacdo de exames
¢ Doencas crbnicas

e Dislipidemia

Por serem fator de risco para disfungcéo endotelial

5.7 DefinicGes e Operacionalizacdo das Variaveis
5.7.1Variaveis Dependentes
Colesterol total (CT) mg/dl, lipoproteina de alta densidade colesterol (HDL-c)
(mg/dl), lipoproteina de baixa densidade colesterol (LDL-c) (mg/dl), triglicérides (TG)

(mg/dl), razdo TG/HDL-c e as interleucinas IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL 12p70, IL-17A e

TNF-a (pg/ml), consideradas como variaveis continuas.



58

5.7.2 Variaveis Independentes

5.7.2.1 Variaveis clinicas e sociodemograficas

Sexo (M, F), idade (a), indice de massa corpérea (Kg/m?), Saturacéo
periférica de oxihemoglobina (%), Presséo arterial sistélica e diastolica (mm HgQ)
namero de crises vasoclusivas (CVO) no ultimo ano, numero de atendimento em
unidade de urgéncia-emergéncia por CVO no ultimo ano, nimero de internagdes por
CVO no ultimo ano, episodios de STA no ultimo ano, tempo de internamento por
STA (dias), ocorréncia de osteomielite, priapismo, osteonecrose, sequestro
esplénico, esplenectomia, namero de transfusées no ultimo ano, numero de

transfusdes até o momento do estudo, uso ou ndo de hidroxiuréia (HDX).

5.7.2.2 Variaveis laboratoriais

Hematocrito (%), hemoglobina (g/dl), volume globular médio (fL),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (pg), leucograma (x10°%/L),
plaquetas (x10°L), reticulécitos (%), Lactato desidrogenase (U/L), transaminases
(U/L), bilirrubinas totais (mg/dl), bilirrubina indireta (mg/dl), bilirrubina direta (mg/dl),
glicemia (mg/dl), proteina C reativa quantitativa de alta sensibilidade (mg/L). A
velocidade de fluxo sanguineo na artéria cerebral média direita e esquerda (cm/s) foi
descrita como continua e a classificacdo do Doppler transcraniano foi descrita como
categorica. Utilizado critério de Adams et al que definiu os valores para a velocidade
de fluxo sanguineo: até 170 cm/s (normal); de 170 a 200cm/s (condicional); e
maiores que 200cm/s (critico/anormal), com risco alto de desenvolver AVE em
criancas de 2 a 16 anos.t3") Este exame foi realizado por 2 operadores
independentes que avaliavam pacientes do Ambulatério de Hematologia do
Ambulatério Magalhdes Neto- Complexo HUPES e do HEMOBA. A disfungéo
endotelial foi avaliada por método ultrassonografico com Doppler, através do método

da hiperemia reativa da artéria braquial.
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5.7.3 Defini¢éo de eventos clinicos

Estes dados foram colhidos através do questionario padronizado e de
consulta ao prontuério

Crise vasoclusiva (CV0):(138) manifestacdo dolorosa com necessidade de
analgesia.

CVO com limitacdo fisica: CVO com limitagdo para atividades laborativas ou
frequéncia a escola.

Sindrome toracica aguda:39 infiltrado pulmonar novo envolvendo pelo menos
um segmento do pulmao, afastado atelectasia, com uma ou mais das seguintes
manifestacbes: dor toracica, taquipnéia, tosse, sibilancia, aumento do trabalho
respiratério e/ou hipoxemia (paO2 < 60 mmHg ou SpO: abaixo de 2% do basal).

Acidente Vascular Encefalico:*9) AlteracGes de consciéncia, déficits
neuroldgicos focais, convulsfes, paresias, afasia, confusdo mental e cefaleia de
grande intensidade ou duragédo associada a lesdes de isquemia ou hemorragia na

Ressonancia magnética do créanio.

5.7.4 Critérios de gravidade (125141

* Trés ou mais episddios de crises de dor/ano com necessidade de atendimento
meédico hospitalar;

» Sindrome toracica aguda: dois ou mais eventos/ano ;

» Hipoxemia crénica: saturacédo de oxigénio persistentemente menor que 94%;

» Comprovacéo de lesdo cronica de 6rgao (priapismo, necrose 6ssea);

» Concentragao de Hb persistentemente menor que 7 g/dl;

 Contagem de leucdcitos maior que 20 x 10%L na auséncia de infec¢éo;

» Duas medidas consecutivas do fluxo das artérias cerebrais média ou anterior por
Doppler tanscraniano com velocidade entre 170 e 199 cm/s (inclui pacientes com
histdria prévia de isquemia cerebral transitéria);

* Desidrogenase lactica maior que duas vezes o valor superior de normalidade (LDH
> 960 U/L).



5.7.5 Definicdo de critérios de dislipidemia (142)

Colesterol total > 170 mg/dl
HDL- ¢ < 45 mg/dI

LDL- ¢ > 130 mg/dI
Triglicérides > 130 mg/dl
TG/HDL-c > 2,73 mg/dI (143

5.7.6 Definicdo de critérios para o Doppler Transcraniano®37)
Fluxo 170 cm / s (normal)

Fluxo entre 170 a 200cm / s (condicional)

Fluxo maior que 200cm / s (anormal)

5.8 Protocolo de coleta de dados

5.8.1 Avaliacao clinica através de questionario estruturado

60

Os pacientes foram alocados no momento da visita aos ambulatérios de

acompanhamento e entraram no estudo apés representante legal e paciente,

anuirem por consentimento livre e informado. Um questionario padréo foi utilizado

para obtencdo de dados clinicos e sociodemograficos, complementados com

informacdes do prontuario. (Anexo 1)

5.8.2 Exame fisico

5.8.2.1 Peso

Utilizado balanca digital

a) Remover casaco, objetos e sapatos.

b) Calibrar o zero.

c) Posicionar a crianca ou adolescente no centro da plataforma, com os

dois pés.
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d) Fazer a leitura em quilogramas, com aproximacao de 100g, de acordo

com a escala.

5.8.2.2 Altura

Foi utilizado estadiébmetro portatil com precisdo de 0,1cm
a) Remover sapatos e acessorios de cabelo que possam interferir na
medida feita em centimetros.
b) Manter posicdo ereta, com as maos ao lado do corpo e joelhos e
calcanhares juntos, tocando a base vertical.

5.8.2.3IMC

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela férmula de Quetelet:

quociente do peso pelo quadrado da altura (kg/m?).

Classificagdo, segundo referéncia da OMS (2007) 144 - faixa etaria de 6 a 19
anos

Magreza acentuada escore z < -3

Magreza escorez>-3e<-2
Eutréfico escorez>-2e <+1
Sobrepeso escore z > +1 e < +2
Obesidade escore z > +2 e < +3

Obesidade grave escore z > +3

5.8.2.4 Medida da pressao arterial (PA)

Foi realizada ap0s 5 minutos de repouso, na posicdo sentada. Foram
utilizados manguitos nos tamanhos 12 e 14 cm de largura e 36 e 53 cm de extenséo,
a depender do comprimento e circunferéncia do braco. A largura do manguito
ocupou 40% do comprimento do braco, medida no ponto médio entre o cotovelo e 0
acrdomio, e o comprimento, 80 a 100% desta medida. O mandmetro utilizado foi de

coluna de mercurio. A medida da pressao arterial foi feita com a campéanula do
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estetoscopio colocada 02 cm acima da fossa cubital direita, sobre o pulso braquial,
identificado por palpagéo digital, com o membro apoiado a altura do coragdo. A
pressdo arterial sistdlica (PAS) foi medida quando do aparecimento dos sons
cardiacos (fase | de Koroktoff) e a pressao arterial diastélica (PAD) quando do seu
desaparecimento (fase V); 149 o valor final da PA representou a média de trés

medidas consecutivas, medidas com intervalos de 60 segundos.

5.8.2.5 Oximetria de pulso

A saturacdo arterial da oxihemoglobina (SpO2) diurna, em repouso, foi
avaliada por um oximetro de pulso (Oximed), durante dez minutos, logo apos a
chegada da crianca ao servico, estando a crianca tranquila, no dia da sua incluséo

no estudo.

5.8.3 Avaliacdo da funcéo endotelial

Para avaliacdo da func&do endotelial, empregamos protocolo estabelecido
segundo Diretrizes para a avaliacdo ultrassonografica da artéria braquial.146) Os
exames foram realizados no Laboratério de Pesquisa Cardiovascular - EBMSP apos
agendamento prévio, em equipamento VIVID 3 General Eletric Company - Israel,
com transdutor multifrequencial de 7 a 12 MHz. A funcdo vasomotora dependente do
endotélio foi avaliada por dilatacdo mediada pelo fluxo com hiperemia reativa. Os
exames foram realizados com os pacientes em jejum de 4 h, apds repouso de 30
minutos, com temperatura da sala controlada para 20 a 25°C. Para evitar variacdes
circadianas todos os exames foram realizados no periodo matutino. Os pacientes
foram examinados em decubito dorsal, com o braco esquerdo posicionado
ergonomicamente; eletrocardiograma sincronizado; verificagdo da frequéncia
cardiaca e pressdo arterial antes, durante e apdés o exame. A bracadeira do
esfigmomandmetro de coluna de mercurio, exercendo a funcdo de um torniquete
pneumatico envolvendo o brago direito acima da prega do cotovelo; a artéria
braquial identificada em secc¢éo longitudinal e posteriormente identificados a luz, o
centro e a interface lumen-intima da parede anterior e posterior do vaso; a amostra

de Doppler posicionada em angulo de 60°; adequacdo de controles da escala de
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cinza, profundidade, filtro e escala do Doppler. O aumento do fluxo foi induzido pela
insuflacdo do torniquete ao redor do brago até 250 mmHg, por quatro minutos, com
monitorizacdo continua da imagem da artéria seguida de desinsuflacdo do
torniquete, levando a hiperemia reativa; monitorizacdo dos primeiros cinco fluxos
(mensuracdo da velocidade méxima Doppler) e do didametro da artéria, durante 120
segundos (para medida do diametro ao final de 60 segundos). Vale ressaltar que o
exame foi muito bem tolerado pelos participantes, ndo havendo referéncia de
qualquer desconforto que tenha necessitado da interrupcéo do teste. Os exames
foram realizados por médico com treinamento especifico para realizacdo do exame e
com comprovada experiéncia na técnica®*”. Nas figuras abaixo estdo apresentadas
as principais etapas da avaliacdo da funcéo endotelial (figuras 15,16,17,18 e 19).
Disfuncdo endotelial sera considerada quando a VMF estiver abaixo do valor
correspondente ao percentil 10 do grupo saudavel, conforme critérios definidos por

Jarvisalo e Andrade. (134139
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Figura 14 - Fotografia do fluxo sanguineo da artéria braquial no estado basal
Determinacéo do fluxo da artéria braquial no estado basal através do Doppler pulsado
Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 15 - Fotografia do fluxo sanguineo da artéria braquial no periodo de
hiperemia reativa

Determinacdo do Fluxo da artéria braquial através do Doppler pulsado no periodo de hiperemia
reativa
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Figura 16 - Fotografia do didmetro da artéria braquial em estado basal
Diametro da artéria braquial através de ultrassonografia de alta resolucdo no estado basal
Fonte: Arquivo préprio
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Figura 17 - Fotografia do diametro da artéria braquial no periodo de vasodilatacéo
Diametro da artéria braquial através de ultrassonografia de alta resolucéo no periodo de hiperemia
reativa.

Fonte: Arquivo pessoal

+ Compr = 0,252 amy [ + Compr = 0,278 an

Figura 18 - Célculo da vasodilatacdo mediada por fluxo
Dilatacdo mediada por fluxo (%) = (didmetro B - didametro A / didmetro A) x 100
Fonte: Costa et al 2012 (148)

5.8.4 Coleta de sangue

Realizado por técnico habilitado e com experiéncia comprovada, no ADAB-
EBMSP. Cerca de 10 ml de sangue foram colhidos por puncédo venosa, de cada
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paciente, apés jejum minimo de 12 horas, em frascos secos para as dosagens
bioguimicas e frasco com EDTA para realizagdo de hemograma. Apoés
centrifugacdo, o soro foi armazenado em freezer, a —80°C. Foram dosados:
Colesterol total (CT), HDL-C, TG. As dosagens do CT, HDL-C e triglicérides (TG)
foram realizadas por método colorimétrico enzimatico, em laboratério de referéncia.
O LDL-C foi calculado pela formula Friedwald: LDL-c = [ (CT - HDL-c) - TG/5) ], com
TG <400mg/dl. PCR quantitativa de alta sensibilidade foi mensurada pelo método de
turbidimetria. As citocinas IL-1B3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A e TNFa foram
dosadas a partir de amostras de plasma purificadas e armazenadas congeladas a -

80° C através dos ensaios Luminex em lotes (Bio-Rad, Hercules, CA).
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6 ANALISE ESTATISTICA

6.1 Hipodtese cientifica

Na AF inflamacédo, hemolise, disfuncédo endotelial e alteracdo no metabolismo
lipidico interagem determinando quadros clinicos de maior ou menor gravidade. As
citocinas tem papel importante na inflamacéo, encontrando-se elevada em faixas
etarias precoces. E provavel que elevacio de citocinas e alteracdes no perfil lipidico
determinem formas mais severas da doenca. O uso de HDX pode modificar estas

alteracoes.

6.2 Estatistica Descritiva

Para a analise descritiva, as variaveis quantitativas foram representadas por
suas médias e desvios-padrdo quando suas distribuicGes foram normais e por
medianas e intervalos interquartis quando ndo normais. As variaveis categoricas
foram representadas através de frequéncias simples e porcentagens. Para testar a
hipotese de que os dados apresentavam uma distribuicdo normal foram aplicados os
testes de normalidade: Kolmogorov-Smirnov e o Shapiro Wilk.

Todas as variaveis colhidas dos pacientes foram transferidas para o banco de
dados do software IBM - Statistical Package for the Social Sciences (SPSS),
Chicago, IL, EUA. 20.0, ano 2012 e analisados pelo mesmo pacote estatistico.

6.3 Anélise Bivariada e Multivariada

Para comparar proporcdes foi utilizado andlise bivariada através do teste do
qui-quadrado ou teste exato de Fisher quando necessério. Para comparar médias foi
utilizado o teste t de Student para amostras independentes e Mann Whitney para
comparar medianas de variaveis numeéricas com distribuicdo ndo paramétrica. Para
comparar meédias de variaveis numéricas em mais de dois grupos categorizados foi
utilizado ANOVA com correcao de Bonferroni ou Kruskal Wallis, para comparacéo de
ranks, se distribuicdo ndo paramétrica.

Realizado correlagdo de Spearman para avaliar correlagcfes entre as variaveis

numéricas.
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Usando o software JMP 10.0, os valores médios geométricos (logio) para
cada marcador foram calculados para toda a populacdo estudada. Para avaliar o
padrdao geral de expressdo de citocinas, marcadores de hemdlise, disfuncao
endotelial e perfil lipidico em cada grupo, o heat map foi construido usando a
variacdo de valores médios geométricos calculados para cada biomarcador
candidato. A andlise de agrupamento, usando o método de Ward foi empregado

para revelar os padrées dos marcadores, valorizando a variagcao entre 0s grupos.

6.4 Aspectos Eticos

Em cumprimento as normas da resolucdo N° 466, de 12 de dezembro de
2012, do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012), esta pesquisa foi aprovada
pelos comités de ética da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, parecer n°
568.913 /2014 e CAEE - 17663913.2.0000 5544 (Anexos 8 E 12). O acesso aos
dados de registro foi autorizado pelas diretorias do HGRS, da FMB — UFBA, para
acesso ao ambulatorio de hebiatria do Ambulatorio Materno-Infantil Professor Nelson
Barros, do Ambulatério Docente-Assistencial de Hematologia Pediatrica - Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos e do HEMOBA (Anexos 4,5,6 e 7).
O uso do Laboratério de Cardiologia para realizacdo do teste de vasodilatacédo
mediado por fluxo da artéria braquial foi autorizado pela Coordenacédo do
Ambulatério Docente-assistencial de Brotas da EBMSP.

O termo de consentimento e de assentimento foram realizados em conjunto e
assinados pelo paciente e seu responsavel.

Quanto aos riscos aos quais o0s pacientes foram submetidos, consta a
exposicao dos dados de registros de atendimentos. Os autores se comprometeram a

manter absoluto sigilo sobre as informacdes.
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7 RESULTADOS

A amostra foi constituida por 96 individuos distribuidos em 3 grupos: um
grupo formado por 31 portadores de HbSS nao tratados com HDX (AF HDX nao),
outro grupo formado por 24 portadores de HbSS em tratamento com HDX (AF HDX
sim) e 41 criancas e adolescentes saudaveis que pertenciam ao grupo controle
(GC). As médias de idade em anos e desvio-padrao foram semelhantes: 13,2 + 2,8;
11,5+ 3,0 e 11,4 + 3,2 p=0,054 respectivamente. O sexo masculino foi semelhante
entre os grupos: AF HDX nao 17(56,7%), AF HDX sim 13(54,2%),GC 14(43,1%)
p=0,115.

Os grupos foram constituidos por individuos néao brancos, 90% AF HDX ndo,
100% AF HDX sim e 87,5% GC (p=0,222). Os grupos com AF apresentaram media
+ DP mais baixa do IMC p=0,013, do escore z do IMC p=0,005, da saturacéo
periférica de oxigénio p<0,001, hemoglobina p<0,001 e da glicemia p=0,013, quando
comparados ao GC. A maior diferenca de média do IMC ficou entre os grupos AF
HDX sim e GC (-2,28 + 0,81 p=0,017). Quanto a glicemia a maior diferenca de média
ocorreu entre 0os grupos AF HDX sim e GC (-11,35 + 4,17 p=0,029). Os grupos AF
apresentaram médias + DP mais elevadas de leucdcitos p<0,001, volume globular
médio (VGM) p<0,001, plaguetas p<0,001, reticulécitos p<0,001, desidrogenase
latica (LDH) p<0,001, bilirrubina total (BT) p<0,001, bilirrubina indireta (Bl) p<0,001,
bilirrubina direta (BD) p=0,008 e de aspartato aminotransferase (AST) p<0,001. Os
grupos AF foram semelhantes ao grupo controle quanto a presséo arterial sanguinea
sistolica p=0,261, pressdo sanguinea diastélica p= 0,277 e alanina aminotransferase
(ALT) p=0,071. Os grupos AF HDX nao e AF HDX sim, diferiram entre si, quanto aos
valores de LDH, mais elevado no grupo HDX nédo, com diferenca de média 388,98
+156,41, p=0,049, quanto ao VGM, mais elevado no grupo HDX sim, com diferenca
de média de 8,05 + 2,73, p=0,014 e quanto a saturacao periférica de oxigénio, mais
elevada no grupo HDX sim com diferenca de média 2,08 £0,80 p=0,033. A media +
DP de hemoglobina fetal (HbF) foi semelhante entre os grupos HDX néo (6,794
15,29) e HDX sim (8,635 * 6,41) p=0,389. (Tabela 2)
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Tabela 2 - Caracteristicas dos grupos estudados: Anemia Falciforme nao tratados
com hidroxiuréia (AF HDX né&o); AF tratados com HDX (AF HDX sim) e Grupo
Controle

Caracteristicas AF HDX néo AF HDX sim Controle Valor de p
Média £ DP (n=31) (n=24) (n=41)

Idade (anos) 13,20 £ 2,82 11,46 £ 3,49 11,41 £3,17 0,054
Género masculino n(%) 17(56,70) 13(54,20) 14(43,10) 0,115
N&o-brancos n(%) 27(90,00) 24(100) 35(87,50) 0,209
indice de massa corpérea* 16,85 + 2,34 16,32 + 2,22 18,61 +3,96 0,013
Z escore ** -1,01 £ 0,95 -0,88 +1,05 -0,12 + 1,36 0,005
Saturacgao periférica de 91,29 + 4,23 95,05 + 2,52 97,66 + 0,97 <0,001
Oxigénio (%)**8

Presséo arterial sistdlica 98,75%11,03 96,67£12,11 95,94+10,52 0,261
(mmHg)

Presséo arterial 58,75+9,04 53,33+10,32 60,31+ 11,89 0,277
diastélica(mmHg)

Hb (g/dl) ** 7,92 +0,79 8,18 + 0,01 13,12 + 1,10 <0,001
HbF (g/dl) 6,79 + 5,29 8,64 + 6,41 _ 0,389
Volume Globular médio*® 86,86 + 9,81 94,91+10,61 83,42+ 6,78 0,001
(fL)

Leucocitos (x 10%/L) ** 12,59 £ 3,20 11,68 £4,31 7,21 £1,53 <0,001
Plaquetas (x 109/L) ** 457,92+106,48  469,68+148,42 281,16+47,32 <0,001
Reticulécitos (%)** 7,81 +£5,38 7,28 £ 4,64 0,78 £0,24 <0,001
LDH (U/L) *+8 1356,45+650,16 980,25+432,05 392,57+35,92 <0,001
AST (U/L) ** 55,02 + 21,62 47,24 + 22,23 23,16 £12,28 <0,001
ALT (U/L) ** 27,93 +18,47 26,10+ 16,11 16,79 18,79 0,071
BT (mg/dL) ** 3,496+2,123 2,955+1,579 0,426+0,261 <0,001
Bl (mg/dL) ** 2,74+2,053 2,48+1,58 0,33+0,19 0,001
BD (mg/dL) ** 0,87+0,94 0,48+0,32 0,09 +£ 0,08 0,008
Glicemia (mg/dL)* 81,44 +10,01 79,13 10,52 89,47 + 9,04 0.013
VMF%** 10,08 £ 3,84 8,58 +4,44 18,21 £ 7,62 0,004

Nota: ANOVA a um sé fator e teste pos hoc de Bonferroni para varidveis numéricas com distribuicao
normal. Qui-quadrado para varidveis categoricas. Teste t de Student para comparar 2 amostras
independentes. * Indica que a diferenca estd entre o grupo controle e o grupo AFHDX sim. * Indica
gue a diferenca esta entre o grupo controle e grupo HDX nédo. SIndica que a diferenca esta entre os
grupos com Anemia Falciforme. Hb (hemoglobina), HbF (hemoglobina fetal); ALT (alanina
aminotransferase) AST (aspartato aminotransferase); BT (Bilirrubina Total); (BI) Bilirrubina Indireta;)
Bilirrubina direta (BD); VMF (vasodilatagdo mediada por fluxo).
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A VMF foi mais baixa nos grupos AF HDX n&o e AF HDX sim, comparados ao
GC (10,08% * 3,84; 8,58% + 4,44 vs 18,21 + 7,62% p=0,004) e semelhante entre os
grupos AF HDX ndo e AF HDX sim p=1,000. (Graficos 1) O valor de corte para
disfuncéo endotelial foi 8,5% (percentil 10 do grupo comparacéo). No grupo AF o
valor da VMF no percentil 10 foi 4,8%, e no percentil 50 foi 10%. Disfuncéo
endotelial predominou no grupo AF, 20 (36,4%) vs grupo controle 4 (9,8%), porém
nao houve diferenca entre os grupos AF HDX nao e AF HDX sim, 9 (30%) vs
11(45,8%) p=0,231.

Grafico 1 - Comparacdo da vasodilatacdo mediada por fluxo
(Dilatacaopercmediadafluxo) entre os grupos Anemia Falciforme em uso de HDX,
nao uso de HDX e grupo comparagao
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A analise dos niveis de citocinas entre os grupos AF HDX nao, AF HDX sim e
GC nao demonstraram diferenca significativa. A PCR-as foi mais elevada nos grupos
AF vs GC p=0,003 e foi semelhante entre os grupos AF HDX ndo e HDX sim
(p=0,703). (Tabela 3)
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Tabela 3 - Comparacédo dos valores das interleucinas e da proteina C reativa entre
0s grupos Anemia Falciforme néo tratados e tratados com HDX e grupo controle em
Salvador-BA, entre junho de 2014 a margo 2016.

Citocinas e PCR as Grupo AF HDX ndo Grupo AF HDX sim  Grupo Controle P
Mediana (1Q) Mediana (1Q) Mediana (IQ)

IL12 (pg/ml) 1,18(0,26-18,61) 1,14(0,07-18,61) 1,02(0,01-6,58) 0,645
TNFa (pg/ml) 10,31 (2,11-28,42) 9,54 (1,05-68,90) 8,30 (0,74-80,74) 0,971
IL 17A (pg/ml) 2,35 (0,86-5,77) 2,58(0,52-21,67) 1,96(0,59-12,64) 0,338
IL 1b (pg/ml) 3,11(0,32-11,89) 3,44(0,22-93,68) 3,32(0,23-74,67) 0,606
IL 6 (pg/ml) 5,95 (0,15-59,69) 9,07 (0,64-133,87)  7,08(0,23-74,67) 0,153
IL 8 (pg/ml) 10,43(1,87-103,12)  17,35(4,00-113,08)  9,58(1,35-52,12) 0,519
IL10 (pg/ml) 6,92(0,17-25,45) 6,33(1,25-48,7) 6,76(0,57-52,53) 0,606
PCR as (mg/L) 2,23(0,22-15,65) 2,64(0,37-22,00) 0,80 (0,08-19,99) 0,003

Nota: Kruskal-Wallis (variaveis numéricas com distribuicdo ndo normal). IL (interleucinas); TNFa
(Fator de necrose tumoral alfa); PCR as (proteina C reativa quantitativa de alta sensibilidade).

Quanto ao perfil lipidico o grupo AF apresentou médias mais baixas de
colesterol total, HDL-c, LDL-c e niveis mais elevados de triglicérides e da razéo
TG/HDL-c. Nao houve diferenca do perfil lipidico entre os grupos tratados e nao
tratados com HDX. A média de TG foi mais alta no AF HDX ndo, com diferenca de
média 38,79 + 9,03, p<0,001, quando comparado ao GC. (Tabela 4)

Tabela 4 - Comparacao do perfil lipidico entre os grupos anemia falciforme (AF) ndo
tratados com hidroxiuréia (AF HDX néo), AF tratados com HDX (AF HDX sim) e
grupo controle (GC).

Perfil lipidico Grupo AF HDX  Grupo AF HDX Grupo p
nao sim Controle

Colesterol total (mg/dl) ** 124,23 £+ 22,45 114,72 + 24,63 153,73 + 26,45 <0,001

LDL-c (mg/dI) ** 72,20+22,04  6434+2093  9043+2252  <0,001
HDL-c (mg/dI) ** 31,63 +8,64 3516 +18,61  47,03+117 <0,001
Triglicérides (mg/dl) * 112,86 +51,35 96,93+31,20  74,07+2587  <0,001
TG/HDL-C** 3,96 + 2,34 3,22 +1,89 1,70 + 0,83 <0,001

Nota: ANOVA teste a um so fator com teste pos hoc de Bonferroni. * Indica que a diferenca esta entre
0 grupo controle e os grupos AF HDX sim. * Indica que a diferenca esta entre grupo controle e grupo
HDX ndo. HDL (lipoproteina de alta densidade-colesterol), LDL (lipoproteina de baixa densidade-
colesterol); TG/HDL-C (razao Triglicérides/ lipoproteina de alta densidade-colesterol).
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Os pacientes com anemia falciforme nao tratados e tratados com hidroxiuréia
foram comparados quanto as manifestacdes clinicas da doenca, observando-se
semelhanca entre os grupos (Tabela 5), exceto quanto ao numero total de
transfusdes sanguineas que apresentou mediana IQ mais elevada no grupo tratado
com HDX 7(5-17) vs 3 (3-8), p = 0,01 (Tabela 5). Variaveis relacionadas a
manifestacbes agudas de maior gravidade, como numero de crises vasoclusivas
com necessidade de internamento e numero de episédios de STA no Ultimo ano
tenderam a ser mais elevadas entre os pacientes em uso de HDX (p=0,09; p=0,09,
respectivamente).

O tempo de uso de hidroxiuréia foi variavel. O percentual em tratamento a
menos de seis meses foi 8,3%(n=2), a menos de dois anos 58% (n=17) e a mais de
dois anos 41,7% (n=10).

Tabela 5 - Comparacdo das manifestacdes clinicas entre 0os grupos nao tratados
com hidroxiuréia (HDX) e tratados com HDX em Salvador - BA de junho de 2014 a
agosto de 2016

Caracteristicas clinicas Grupo HDX néo Grupo HDX sim Valor

de

(n=31) (n=24) p
Média + DP
ACM direta (Doppler-cm/seq) 132,5+40,5 136,9 + 30,7 0,71
ACM esquerda (Doppler-cm/seg) 125,9 + 27,7 140,6 + 39,4 0,21
Numero transfus@es no ultimo ano 06+1,1 24+50 0,33
Mediana ( 1Q)
N° CVO ult.ano 2(1,1-2,9) 1,0 (0,7-2,7) 0,60
N° CVO atend.emergéncia 1,0(0,8-2,4) 1,0(0,9-2,8) 0,97
N° internamentos CVO 1,0(0,4-1,6) 1,6(0,9-2,8) 0,09
N° STA dltimo ano 0,0(0-2) 1,0(0-3) 0.09
Tempo internamento STA 7,0(3,2-33,2) 8,0(4,2-19,1) 0,57
Total de transfusdes sanguineas 3,0(3,2-8,3) 7,0(4,8-17,2) 0,01
n (%)
CVO com incapacidade fisica 14 (63,6) 11 (61) 0,56
Sindrome Toracica Aguda 13 (59,1) 14 (77,8) 0,30
Uso de oxigénio STA 9 (40,9) 8 (44,4) 0,70
Transfusdo sanguinea STA* 9 (40,9) 9 (50.0) 0,70
Priapismo 3(13,6) 1(5,6) 0.60
Sequestro esplénico 3(10,0) 5(21,0) 0,26
Colelitiase 7 (25,9) 9 (42,9) 0,22
Enurese 6 (20,0) 4(17,4) 0.81

Nota: Qui-quadrado para variaveis dicotdmicas; Teste t de student para variaveis numéricas.

CVO (crise vasoclusiva); STA (Sindrome Toracica

episodios de STA.

Aguda); * transfusdes sanguineas durante
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Em relagéo a classificacdo do Doppler transcraniano (DTC) foi observado a
seguinte distribuicdo: 31 (56,4%) normais, 6 (10,9%) condicional, 3 (5,5%) anormal e
2 (3,6%) assimétrico. Nao houve diferenca na classificacdo do DTC entre os grupos
AF tratados e ndo tratados com HDX (p=0,467), destacando-se, porém, um
predominio de laudos condicionais no grupo em uso de HDX 4(20%) vs 1(4,5%).

Foi avaliado correlagbes entre interleucinas e variaveis indicativas de
hemolise, VMF e variaveis clinicas da AF. Houve correlacdo positiva entre TNF a e
namero total de transfusdes sanguineas até a entrada no estudo (rs 0.34, p=0.016).
Correlacéo positiva entre nimero de crises vasoclusivas (CVO) no ultimo ano com
IL-17A (rs 0.3, p=0.048) e com IL-8 (rs 0.3 p=0.03); correlacdo positiva entre nimero
de atendimentos em emergéncia por CVO com IL-8 (rs 0.3, p=0.045) e IL-17A (rs
0.336 p= 0.013) respectivamente. As IL-8 e IL-17A se correlacionaram
significativamente (rs 0,633 p <0.001). Observado correlagédo negativa entre IL-10 e
n° de leucadcitos (rs -0.4, p=0.013).

Foram estudadas correlacées entre perfil lipidico e variaveis inflamatérias
(leucécitos, PCRas, interleucinas), variaveis de hemolise (Hb, reticulocitos, LDH,
TGO), manifestacbes agudas da doenca, disfuncdo endotelial, Doppler
transcraniano, necessidade de transfusfes sanguineas. A razdo TG/ HDL-c se
correlacionou positivamente com LDH (r° 0,30 p= 0,047), com contagem de
leucdcitos (r° 0,40 p= 0,006), com velocidade do fluxo sanguineo na artéria cerebral
direita (r° 0,35 p = 0,037) (Grafico 2) e artéria cerebral esquerda (r° 0,361 p=0,026)
(Gréfico 3) ao Doppler transcraniano. Ao ser analisado a correlacdo da variavel
razdo TG/HDL-c e Hb, tomando toda a amostra, foi encontrado rs - 0,57 p< 0,0001.
Comparando esta correlagdo entre os grupos AF e controle observa-se que o0s
controles apresentaram niveis de TG/HDL-c inferiores a mediana. (Grafico 4) O
mesmo foi observado ao tomarmos a correlacdo TG/HDL-c e numero total de
leucécitos em toda amostra (r* 0,52 p< 0,0001). Ao comparamos 0S grupos
observa-se que o numero de leucdcitos e de TG/HDL-c no grupo controle estiveram
abaixo da mediana. (Grafico 5). Isto demonstra que a elevacéo da razdo TG/HDL-c
no grupo AF associa-se a gravidade da anemia e elevagao de leucadcitos.

Colesterol total se correlacionou negativamente com PCR as (r° -0,285
p=0,04) e LDL-c com total de transfusdo sanguinea (r® -0,304 p= 0,032). (Tabela 6)

N&o houve correlagéo entre perfil lipidico e a VMF(disfuncéo endotelial).
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Gréfico 2 - Correlagéo entre TG/HDL-c e Doppler Transcraniano da artéria
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Gréfico 3 - Correlacdo entre TG/HDL-c e Doppler Transcraniano da artéria
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Gréafico 4 - Correlacdo TG/HDL-c e
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Tabela 6 - CorrelagBes significativas entre perfil lipidico, marcadores de hemdlise,
marcadores de inflamagdo e manifestagdes clinicas no grupo Anemia Falciforme

Variaveis Colesterol LDL-C HDL-C TG/HDL-C

re p re p re p rs P
Leucdcitos 0,025 0,865 -0,030 0,844 -0,235 0,112 0,396
LDH 0,002 0,990 -0,103 0,498 0,296 0,071 0000 0,325
PCRas -0,285 0,040 -0.123 0,387 -0,110 0,436 o0 -0,148
Total transfusdo*  -0,177 0,218  -0,304 0,032 0,054 0,708 0:2%0 -0,045
Plaquetas 0,038 0,799  -0,079 0,599 0,355 0,021 o078 -0,225
VF ACD cm/s 0,190 0,261 0,222 0,187 -0,288 0,084 o3 0,350
VF ACE cm/s 0,016 0,927 -0,023 0,892 -0,187 0,274 o087 0,361
VMF 0,179 0,196 0,141 0,310 0,075 0,591 Zozz 0,048

N4

Nota: rs Correlacao de Spearmann. * Total de transfusdes até a inclusdo no estudo; PCRas (proteina
C reativa de alta sensibilidade); HDL-C (lipoproteina de alta densidade-colesterol), LDL-C
(lipoproteina de baixa densidade colesterol, TG/HDL-C (razdo triglicérides/colesterol), LDH
(Desidrogenase latica); VF ACD (velocidade de fluxo em artéria cerebral direita); VF ACD (velocidade
de fluxo em artéria cerebral esquerda); VMF (vasodilata¢cdo mediada por fluxo).
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Individuos HbSS com TG/HDL-c acima de 2,73 mg/dl apresentaram maior
frequéncia de STA, 24 (70,6%) quando comparados a individuos com TG/HDL-c
menor que 2,73 mg/dl, 10 (29,4%) p=0,027, apresentando razédo de prevaléncia de
1,64, IC 95%(1,09- 2,64) e razdo de chance de 3,77, IC 95%:;(1,135-12,53). Houve
também predominio de CVO, no grupo com razdo TG/HDL-c acima de 2,73 mg/dl,
sendo 32 (64%) versus 18 (36%), embora sem significancia estatistica p= 0,057.

Para avaliar a diferenca entre os grupos estudados quanto aos marcadores
de hemdlise (Hb, hematdcrito, reticuldcitos, LDH, TGO, bilirrubinas), marcadores de
inflamacéo (nimero total de leucécitos, interleucinas, PCRas), disfuncédo endotelial
mediada por fluxo (VMF) e TG/HDL-c, foi realizado andlise de cluster hierarquico
expresso através de cores que variaram do azul (valores baixos) até o vermelho
intenso (valores elevados). Foi observado que marcadores de hemolise, contagem
global de leucdcitos e TG/HDL foram mais elevados no grupo néo tratado com HDX.
Interleucinas, exceto IL-12pq, apresentaram valores mais elevados no grupo tratado
com HDX; hematdcrito, hemoglobina, VMF e IL-10 foram mais elevados no grupo
saudavel. (Grafico 6A) A seguir as variaveis foram colocadas no hip map
observando-se que se reunem em 3 sitios distintos, identificados por cores: azul,
corresponde ao grupo tratado com HDX; vermelho corresponde ao grupo sem
tratamento e cinza ao grupo comparacao. (Grafico 6B). Por fim foi demonstrado,
através de vetores, as variaveis que mais contribuiram para a diferenciacéo entre os

grupos. (Grafico 6C)
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Gréfico 4 - Analise de cluster hierarquico, analise do componente principal e analise
de vetor entre os grupos AF néo tratados com Hidroxiuéia (HDX), AF tratados com
HDX e grupo saudavel
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A. Andlise de cluster hierarquico entre os grupos tratados com HU (SCA HU), ndo tratados (SCA no
HU) e controles (Healthy), através de escala de cores que variam do azul intenso para valores mais
baixos e vermelho intenso para os valores mais elevados B. Analise do componente principal. SCA
HU (representado em azul), SCA no HU (representado em vermelho) e Healthy (representado em
preto). Demonstra o quanto os grupos se diferenciam. C. Analise de vetor representa as variaveis que
contribuiram para a diferencia¢éo entre os grupos.
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8 DISCUSSAO

A Doenca Falciforme tem sido cada vez mais compreendida como uma
doenca vascular na qual se associam fatores genéticos, ambientais e bioldgicos,
ativando o endotélio, produzindo vasoclusdo, hemdlise, estresse oxidativo,
vasculopatia e comprometimento de Orgdos e sistemas. Processo inflamatoério
mediado por citocinas € deflagrado em véarias etapas da fisiopatologia, tendo por isto
papel fundamental nas complicacdes da doenca. Perfil dislipidémico também tem
sido observado na AF@527) e necessita de maior conhecimento da sua relagdo com
hemodlise, inflamacéo e disfuncéo endotelial.GV)

Os estudos envolvendo citocinas em AF s@o controversos. Ndo demonstram
um perfil definido destes mediadores no estado estavel®8) e durante CVO(8°1 e
poucos trabalhos foram realizados em criangas (Akoroud S©3), Sameh Sarray®©® e
Hibbert M.Jacqueline.*49) Poucas correlagées entre citocinas e marcadores clinicos e
laboratoriais da doenca tem sido relatado e ndo séo especificos. Os diversos autores
avaliam diferentes painéis de citocinas em suas amostras o que dificulta a
generalizagdo. Além disto, ndo identificamos na literatura estudos avaliando
associacdes entre perfil lipidico e citocinas.

Akoroud®? avaliando as IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-10 e TNFa em criancas
de 9 a 15 anos de idade em estado estavel da doenca s6 observou elevacéo da IL-8.
Sarray et al®® avaliando IL-6, IL-10 e TNFa em uma populacéo pediatrica composta
por 147 pacientes em CVO e 63 sem crise de dor durante 9 meses observou niveis
de IL-10 mais baixos durante CVO, enquanto as citocinas IL-6 e TNF-a foram mais
elevadas. Em adultos com Doenca Falciforme em estado estacionario, Pathare
(2004)*® demonstrou elevagdo das IL-1B, IL-6 e IFN-g e elevacdo de IL-6, TNF-a
durante episddios vasoclusivos. Lanaro et al®®) em 2009 observaram niveis elevados
de IL-8 em individuos com AF em estado estavel da doenca. Carvalho et al(%)
avaliando 109 pacientes estaveis com AF e 23 em crise vasoclusiva concluiu que as
IL- 1B, IL-6 e TNF-a podem ser preditoras de crise aguda. As IL-6, IL-8 e TNFa séo
as citocinas que mais se apresentam elevadas em episddios dolorosos
agudost897.20) e no estado estavel da doenca.®1.86.89.96) Alguns autores como Vicari

et al® e Graido-Gonzalez et al °* ndo observaram elevacgdo das IL-6, IL-1B, IL-8 e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hibbert%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15618128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hibbert%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15618128

80

TNF-a em pacientes com AF em estado estavel, quando comparados a controles,
como também durante e apos crises vasoclusivas.

Neste estudo, a analise de cluster demonstrou elevacdo das citocinas
testadas (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17A,TNF-a) no grupo AF, com predominio entre
agueles tratados com HDX. Apenas a IL-12p70 foi mais elevada no grupo nao
tratado com HDX e a IL-10 foi mais elevada no grupo controle. O tamanho da
amostra e a grande amplitude desta variavel pode ter limitado a demonstracao desta
diferenca através da analise bivariada e por isto foi optado a analise multivariada de
cluster.

A adesé@o da hemacia falcizada ao endotélio estimula a producgéo das IL-1,
IL-6, IL-8 e TNF-a através da ativacdo de macréfagos e mondcitos. Vasoclusao e
isquemia tecidual promovem liberacédo de IL-6 e TNF-a aumentando a producao de
proteinas de fase aguda pelo figado.™) No estado estacionario da AF,
provavelmente microinfartos subclinicos, justificam o aumento de citocinas.(®

Foi observado correlacdo positiva entreTNFa e namero total de transfusdes
sanguineas, variavel relacionada a fendtipo de maior gravidade. IL-17A e IL-8
apresentaram correlacdo positiva com nimero de CVO no ultimo ano e CVO com
necessidade de atendimento em unidade de emergéncia médica. A IL-8 é
sintetizada por macrofago, tem acdo quimiotatica para neutréfilos e linfécitos T;
estimula a inflamacéo e aumenta a expressao de moléculas de adeséo (V-CAM e I-
CAM), mecanismos que estdo envolvidos com a vasoclusdo. A IL-17 estimula a
producdo de citocinas pré-inflamatérias, sobretudo a IL-8. Keikhaei et al (52
sugeriram que estas IL podem ser usadas como marcadores de severidade de
doenca. Gongalves et al®D, avaliando IL-8 em pacientes com AF, sendo 23
pacientes com DF assintomaticos , 22 pacientes em crise vasoclusiva produzindo
priapismo, crise de dor abdominal e crise musculo-esquelética e 11 sujeitos
saudaveis, com faixa etaria de 1 a 45 anos observou elevacao significativa de IL-8
durante CVO, sugerindo a sua utilizacdo como marcador desta manifestacdo aguda
da AF. Sugere, ainda, que niveis de IL-8 devam ser monitorados no estado estavel
para definir os valores indicativos de risco de CVO.

Avaliando o perfil lipidico dos pacientes com AF, foi observado niveis de
colesterol total, HDL-c e LDL-c mais baixos; niveis de TG/HDL-c e triglicérides mais
elevados, quando comparado a controles saudaveis. Estes achados foram descritos

por outros autores avaliando adultos e criancas de etnias e regides geograficas
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diferentes®>2627), O colesterol é um dos principais componentes da membrana
celular, representando 40% da sua constituicdo®Y. LDL-c é a lipoproteina com maior
conteudo de colesterol e a principal responsavel pelo suprimento desse metabdlito
as células. Receptores de LDL-c estdo mais ativados nos tecidos onde o colesterol
é mais requisitado e o tecido hematopoiético € um deles.GY) Baixos niveis de
colesterol plasmaticos foram relatados em diversos tipos de anemias adquiridas e
hereditarias, como anemia megaloblastica, ferropriva, esferocitose hereditaria,
anemia falciforme e talassemias.®?) Os principais mecanismos relacionados a
hipocolesterolemia seriam: a) o consumo do colesterol para a sintese de hemécias
em razdo da hemdlise aumentada; b) diluicdo do colesterol sérico em virtude da
diminuicdo da massa eritrocitaria e aumento do conteudo plasmatico; c) estresse
oxidativo favorecendo a oxidacdo do LDL-C e aumentando a remocdo desta
lipoproteina da circulagdo.?® A hemdlise libera espécies reativas de oxigénio e a
terapia transfusional leva a sobrecarga de ferro, tornando o LDL-c mais susceptivel a
oxidacdo e remocao.

Alguns estudos em AF, demonstraram diminuicdo da apo A-1 e da lecitina-
colesterol aciltransferase (LCAT) e aumento do contetdo de triglicérides em todas
as lipoproteinas.(%3 A apo A-1 é o maior componente do HDL-c , atua como cofator
para a enzima lecitina colesterol acetil transferase (LCAT), enzima que converte o
colesterol em ésteres de colesterol na superficie do HDL-c, fundamental para o
processo do transporte reverso do colesterol para o figado.*®¥ A disfungdo hepatica
que habitualmente esta presente na AF reduz a producdo enddgena de colesterol e
aumenta a producao de triglicerideos. Estas alteracdes se relacionam ao aumento
de triglicérides, diminuicdo do HDL-c e do colesterol total observado na AF.

Correlacdes entre perfil lipidico e inflamacao foi demonstrado neste estudo
através de correlacdo positiva entre colesterol e PCR-as, TG/HDL-C e leucdcitos.
Leucdcito é fator independente para maior severidade de doencga. Associa-se a AVE,
morte precoce na infancia e na vida adulta; infarto silencioso; CVO frequente; STA
recorrente; priapismo e nefropatia.(1®21.19%) PCR-as é um marcador de inflamacéo
sistémica que na AF foi associado a dor por CVO.? Leucdcitos ativados produzem
espécies reativas de oxigénio que comprometem o metabolismo lipidico. Seixas et
al®”) avaliando associacdes entre perfil lipidico e marcadores fisiopatogénicos da
doenca falciforme, em amostra constituida por 152 criancas, observou correlacao

negativado HDL-c com leucdcitos, mondcitos e plaquetas.
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Estudos realizados em doencas inflamatérias e infecciosas®? demonstraram
que TNFa, IL-1, IL-2, IL-6, aumentam os niveis séricos de triglicérides e VLDL. A
inflamacé&o promove lipdlise tecidual, aumento da oferta de acidos graxos livres para
o figado, aumentando a sintese de triglicérides. Ha relato que em algumas doencas
inflamatoérias ocorre diminuicdo da atividade da lipase lipoprotéica sintetizada por
células endoteliais, reduzindo a lipdlise do TG transportado por quilomicrons e pela
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Apesar da Doenca Falciforme
apresentar estado inflamatorio cronico e perfil dislipidémico e estes mecanismos se
encontrarem associados em patologias como na obesidade, doenga cardiovascular
e doenca auto-imune, neste estudo ndo foi observado correlagéo entre citocinas e
perfil lipidico.

A razdo TG / HDL-c foi positivamente correlacionada a LDH e negativamente
correlacionado a hemoglobina em individuos com AF. Na analise de cluster a razdo
TG/HDL-c foi mais elevada no grupo nao tratado com HDX, onde predominou
hemolise. Falcémicos que evoluem com predominio de hemolise apresentam mais
hipertensdo pulmonar, priapismo, acidente vascular cerebral e Ulceras de perna,
complicagdes cronicas relacionadas a vasculopatia.?¥ Triglicerideos elevado na AF
é fator independente para Hipertensdo pulmonar e a razdo TG/HDL-c apresentou
correlacdo negativa com dilatacdo mediada por fluxo em estudo realizado por Zorca
et al.118) No estudo realizado por Seixas et al?”) foi observado correlagdes negativa
entre HDL-c e reticulécitos, LDH, bilirrubina indireta e TGO, correlacdo negativa
entre TG e Hb, correlacdo positiva entre HDL-c e Hb, demonstrando a associacao
entre metabolismo lipidico e hemalise.

Observado neste estudo correlacdo positiva entre a razdo TG/HDL-c e
velocidade do fluxo sangiiineo nas artérias cerebrais direita e esquerda pelo Doppler
transcraniano. A velocidade do fluxo sanguineo medida pelo Doppler transcraniano €
um importante preditor de AVE, quando apresenta velocidade de fluxo acima de 200
cm/s(%%), O AVE é uma das principais causas de morbidade e mortalidade na AF,
afetando principalmente criangas menores de 10 anos, com taxas de ocorréncia de
1,02 / 100 em pacientes com idade entre 2 e 5 anos e 0,79 / 100 entre 6 e 10 anos
de idade®®)., Nesse contexto, a relacdo TG / HDL-c surge como um potencial
marcador de lesdo vascular encefélica e possivelmente deve ser incluida na
avaliacdo de rotina desses pacientes, a fim de proporcionar intervencoes

terapéuticas precoces.
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STA e CVO predominaram em pacientes com razdo TG / HDL-c acima do
valor de corte (2,73 mg/dl). STA é a segunda causa de internacdo em pacientes
com mais de dois anos de idade, é a principal causa de internagdo em unidades de
terapia intensiva e a principal causa de mortalidade na AF(08157)  Episédios
recorrentes de dor estdo associados a mortalidade precoce em pacientes com mais
de 20 anos de idade. Trés ou mais episodios de CVO requerendo cuidados médicos
hospitalares € um critério para o uso de hidroxiureia. Neste estudo, individuos com
TG/HDL-c acima de 2,73 mg/dl apresentaram uma RP de 1,64 IC 95% (1,09-2,64) e
razdo de chance de 3,77, IC 95% (1,135-12,53) para episoddios de STA. Houve
maior frequéncia de CVO 64% vs 36% (P=0,057). A razdo TG/HDL-c € um marcador
de lesdo vascular em doencas cardiovasculares®®?39 e na AF as correlagdes com
hemolise, niveis de leucdcitos, alteracdes no doppler transcraniano e com episodios
de STA, sugerem um papel deste marcador na agressao vascular.

A analise de Cluster permitiu a identificacdo de trés subfendtipos: hemolitico,
inflamatorio e saudavel. O sub-fendtipo inflamatério foi formado pelo grupo em
tratamento com HDX. Além da elevacdo de citocinas, este grupo apresentou
elevacdo de PCR-as e do numero total de leucdcitos., caracterizando um estado
inflamatorio crénico. Este grupo recebeu maior nimero de transfusfes sanguineas
ao longo da vida, sugerindo uma evolugdo mais grave.

No grupo ndo tratado com HDX houve predominio dos marcadores de
hemolise (LDH, reticulécitos, BI, TGO), niveis de hemoglobina mais baixos e
elevacdo da razdo TG/HDL-c. Este grupo apresentou niveis de LDH,
significativamente mais elevados quando comparados ao grupo em tratamento com
HDX.

Do nosso conhecimento a descricdo destes subfendtipos associados ao
tratamento ou ndo com HDX ainda n&o haviam sido descritos.

A literatura tem demonstrado a capacidade da HDX reduzir a hemdlise ao
aumentar a concentragdo intraeritrocitaria de HbF e diminuir a polimerizag&o.(20.121)
Este mecanismo pode justificar a reducdo de hemolise observada em pacientes
tratados com HDX. No Brasil e em Salvador-BA predominam haplétipos do gene
gue cursam com concentracdes mais baixa de HbF (Benin e Bantu), um reconhecido
modulador da polimerizacdo da HbS.“78) Por outro lado, o aumento de citocinas no
grupo tratado com HDX, poderia sugerir efeito pré-inflamatério desta medicacao,

entretanto alguns estudos, tem demonstrado uma possivel acdo antinflamatoria
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desta medicacdo ao reduzir a contagem de neutrdfilos, reduzir a expressao de
moléculas de adesdo na superficie eritrocitaria®®® como também reduzir a
expressdo da E-selectina, P-selectina, ICAM (intercellular adhesion molecules),
PECAM-1 (platelet endhotelial cell adhesion molecule 1) e VCAM-1 (vascular cell
adhesion protein 1). Recente estudo longitudinal realizado por Penkert Rhiannon et
al (2017)4%) envolvendo criancas HbSS e HbSRothalassemia, demonstrou que a
terapia com HDX reduziu o nivel de moléculas inflamatérias de forma mais eficiente
que a terapia com transfusdes sanguineas quando comparados a controles
saudaveis, mas nao totalmente, o que justifica pesquisa de outras drogas a serem
utilizadas associadas a HDX. Os marcadores que apresentaram reducgao
significativa com o uso continuo de HDX por um periodo de 2 anos foram IFNa2,
VCAM-1, CD40L, EGF, E-selectina, IL-7, MIP-1a e MIP-1, citocinas que nao foram
testadas em nosso estudo.

Alguns trabalhos apresentam resultados contraditérios em relagdo a niveis de
interleucinas e tratamento com HDX. Keikhaei et al (2013)%2 relataram que
pacientes que receberam hidroxiureia exibiram niveis aumentados de IL-6 em
comparacdo com pacientes nio tratados enquanto Saleh et al (1998)(60 relataram
uma diminuicdo dos niveis de IL-6 em doentes apds iniciar a terapéutica com
hidroxiureia embora tenha testado um nimero reduzido de pacientes. E possivel que
0 grupo tratado com HDX represente um grupo com evolugdo mais grave,
apresentando por isto mais inflamacao que o grupo néo tratado. O desconhecimento
dos niveis de citocinas antes da introducao da HDX, em razdo do carater do estudo
de corte transversal, dificulta a analise do impacto desta droga sobre a inflamac&o.
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9 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Este estudo permitiu avaliar correlagbes entre marcadores moleculares

envolvidos na fisiopatologia da AF e manifestacdes clinicas da doenca, selecionando

agueles que se associam a evolucédo clinica de maior gravidade. Permitiu analisar o

comportamento destes marcadores em 3 grupos: AF em tratamento com HDX, AF

ndo tratados com HDX e grupo saudavel. A amostra estudada foi formada por

criancas e adolescentes, faixa etaria importante para a identificacdo de agresséo

vascular precoce e de fendtipos graves que se beneficiardo com terapias mais

definitivas, como o transplante de células hematopoiéticas antes que lesdes

permanentes se estabelecam. As limitagdes envolvidas no estudo foram:

1)

2)

3)

4)

O tamanho amostral pode ter sido um fator limitante  para demonstrar
diferenca dos niveis de citocinas entre os grupos AF e saudaveis através da
andlise bivariada, em vista da distribuicdo ndo normal desta variavel e grande
desvio-padrao, por isto o0 modelo de cluster foi uma alternativa para avaliar
variaveis com estas caracteristicas.

O modelo do estudo de corte transversal apresentou limitacdes para analisar
a influéncia da HDX no perfil de citocinas, porque o nivel de citocinas antes
da introducdo do tratamento nao era conhecido. As informacgdes sobre
adesdo ao tratamento ndo estavam disponiveis no prontuario, porém o
aumento do VGM em falcémicos tratados com HDX demonstra o beneficio do
uso desta droga,

O Doppler transcraniano foi realizado por dois operadores que trabalhavam
nas respectivas instituicbes de recrutamento de dados, seguindo seus
protocolos de avaliacdo, o que pode determinar algum grau de variacéo Inter
observadores.

A definicho de STA ainda ndo esta bem estabelecida nas unidades de
atendimento emergencial e de internamento pediatrico e por isto este dado
pode ter sido subestimado. Embora possa ter havido menor sensibilidade no

diagnéstico o critério de definicdo utilizado garantiu uma boa especificidade.

Estudos com metabolémica serdo realizados e avaliacdo da arginase e do

estresse oxidativo ja foram realizados, encontrando-se em fase de andlise de dados.
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Estas analises permitirdo um aprofundamento nas interrelagdes moleculares na AF e

maior compreensao dos mecanismos que envolvem a agressao vascular precoce.
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10 CONCLUSOES

1) Criancas e adolescentes com AF em estado estavel, apresentaram estado
inflamatoério crénico que predominou no grupo em tratamento com HDX,
potencialmente mais graves.

2) As citocinas se correlacionaram com maior nimero de CVO e transfusdes
sanguineas, demonstrando o seu papel na patogénese da AF.

3) Criangas e adolescentes com AF nédo tratados com HDX apresentaram perfil
hemolitico associado a aumento de TG/HDL, demonstrando a associacao
entre perfil lipidico e hemdlise.

4) A razdo TG/HDL desponta como um marcador de eventos vasculares dado
as correlacdes apresentadas com LDH, nimero de leucdcitos, velocidade de

fluxo da artéria cerebral e associacdo com STA.
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ANEXOS

ANEXO 1 - QUESTIONARIO PADRAO

N° DO PRONTUARIO

Nome

Data de nascimento Sexo

Responsavel

Endereco

Telefones

Nauralidade Procedéncia

Data Instituicdo

Teste do Pezinho Eletroforese de HB

Inicio do acompanhamento com especialista

DADOS ANTROPOMETRICOS E DADOS VITAIS

Peso Altura IMC escore Z Classificacéo
Estagio de Tanner Menarca
SAT PA FC FR Cincunf. Abdom

CRISES ALGICAS (no ultimo ano - anterior & data atual)
1. Ultimo episédio de crise algica

2. Tratamento utilizado

3. Numero de crises no ultimo ano

4. Uso de opidide sim nao

5. Atendimento em emergéncia sim___ ndo___ Ndmero de vezes
6. Internamento sim nao Numero de vezes
7.

Incapacidade para realizacdo das atividades

SINDROME TORACICA AGUDA ( RX com infiltrado novo e sinais ou sintomas respiratorios)

1. Ultimo episodio

2. Tempo de internamento

3. Uso de oxigénio sim ndo

4. Necessidade de Transfusdo sanguinea sim

5. Numero de crises no ultimo ano
OSTEOMIELITE Sim Nao Idade

TRANFUSOES SANGUINEAS

1. Sim Nao Ultimo episodio
2. Numero de transfus@es (no ultimo ano)
3. Reacdes transfusionais sim____~ néo
4. Total de transfusdes até o momento
PRIAPISMO Sim Nao
SEQUESTRO ESPLENICO Sim N&o Idade

ESPLENECTOMIA Sim Nao Idade
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Dispneia aos esfor¢cos sim nao Habituais N&o Habituais
1. Sincope sim nédo
2. Enurese sim néo

DADOS LABORATORIAIS (Colocar valores de referéncia e data)

102

HB HTC Eritrocitos
VGM CHCM RDW
Global de leucdcitos (%)N ou SEG BASO
L.ATIPICOS _ Mondcitos Plaquetas (Data
RET LDH Colest Total
LDL HDL VLDL TGO

BD Bl PCR GLICEMIA

DOPPLER TRANSCRANIANO

TGP

Data da realizagéo

MEDICAMENTOS

Usa Hidroxiuréia  sim néao Ha quanto tempo?

Uso de antibiético nos Ultimos trés meses sim nao Quais

LISTA DE PROBLEMAS (Colelitiase, nefropatia, altera¢gdes oftalmicas, asma, rinite alérgica etc).

BBT

O QUE PREDOMINA EM SEU QUADRO CLINICO? (CRISE VASOCLUSIVA, INFECCOES, PNEUMONIAS

ETC).

(responsavel pela coleta de dados)

(Supervisor)
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O seu filho esta

sendo convidado a participar da pesquisa “Avaliagdo das Alteragoes
Cardiovasculares e Respiratorias em Criancas e Adolescentes com Anemia
Falciforme”. Esta pesquisa tem como objetivo avaliar se esta populagdo apresenta
mais dificuldades para respirar a noite, problemas nos pulmdes que favorecerdo a
dificuldades respiratorias na vida adulta, inflamacdo nos vasos sanguineos,
problemas no coragdo. Para isso precisamos comparar com outras criangas e
adolescentes sem Anemia Falciforme. Esta pesquisa conta com a participacao de
Dra. Ana Marice Ladeia, coordenadora da pesquisa e cardiologista, Dra. Regina
Terse Ramos, pneumologista pediatrica, Dra. Rozana Teixeira, pediatra e
pesquisadora assistente, Dra. Cristina, Otorrinolaringologista e Dra. Isabel
Guimaraes, cardiologista pediatrica.

Seu filho realizara as seguintes avaliacfes: Peso, altura, medida da pressao
arterial e medida na oxigenacdo do sangue através de um sensor colocado do dedo
da mao ou do pé que fard a leitura do oxigénio no sangue que sera feita no dia do
atendimento do seu ambulatorio. Neste dia responderd a um questionario sobre
identificagcéo (idade, local de nascimento), se tem tido crises de dor, se tomou muitas
transfusdes. Posteriormente sera realizado um questionario que permitird
compreender melhor o ritmo sono-vigilia de sua crianca e avaliar se existem
problemas para iniciar o sono, se tem medo, pesadelos, se ronca, se para de
respirar enquanto dorme e como é o comportamento do seu filho no dia a dia. Fara
uma avaliacdo com Otorrinolaringologista para ver se apresenta adenoide (carne no
nariz), e outras deformacdes no nariz que possam dificultar a respiracao.

Fard um exame chamado espirometria, onde soprard em um aparelho com
bocal descartavel. Este aparelho vai medir a forca com que ele respira e se
apresenta estreitamentos nos brénquios ou problemas nos pulmdes. Durante o
exame sera dado um remédio inalatorio “bombinha” que dilata o brénquio e avalia se
melhora o desempenho depois deste remeédio, pois algumas criancas podem ter
Asma e nao saber. Este remédio podera aumentar um pouco a frequéncia do
coragao, mas costuma ser bem tolerado e esse efeito passa rapidamente. Para
estudar se os vasos estdo sem dilatar quando o organismo precisa, fara um exame

onde precisara de 4 horas de jejum. Sera colocado no bragco um aparelho de medir



104

pressdo que sera insuflado por 3 a 4 minutos e depois de esvaziado, o fluxo de
sangue na artéria do braco serd medido com ultrassom. Esse exame nao causa dor
e pode causar uma leve sensacédo de formigamento enquanto o aparelho de pressao
estiver preso no braco. Realizard um Ecocardiografa, que também € um exame de
ultrassom para verificar o tamanho do coracdo e se ele estd funcionando
normalmente. A polissonografia, estudo do sono, sera realizada em um laboratério
da Universidade Federal da Bahia. A crianca e o adolescente dormirdo la com seu
acompanhante e um técnico, sob condi¢cdes de seguranca e ambiente semelhante
ao seu domicilio. Neste momento respondera a algumas perguntas sobre o sono e
respiragdo. Em nenhuma destas etapas seréo utilizados sedativos. Serdo coletados
exames de sangue em amostra unica, que precisardo de 12 horas de jejum. Serao
hemograma, colesterol e triglicérides (gordura do sangue), exames que avaliam
inflamacdo no sangue, no figado e a taxa de renovacé@o das células vermelhas do
sangue.

Todos estes exames nédo terdo nenhum custo para as criangas participantes
e sera fornecido lanche para criancas ap0s 0s exames que exijam jejum superior a
quatro horas.

Estamos oferecendo ao seu filho (a) uma avaliagdo ampla de salde, cujos
resultados estardo disponiveis e além disso estardo ajudando outras criangas a se
beneficiarem de medidas futuras que esta pesquisa poderd esclarecer.
Esclarecemos ainda que os responsaveis receberdo copias dos laudos de todos os
exames realizados durante a pesquisa, bem como que terdo assisténcia médica
gratuita em caso de se identificar alguma patologia durante a realizacdo desses
exames.

Diante entdo do exposto acima, autorizo a participacdo do mesmo nesta
pesquisa médica, ciente de que nao trard maleficios para sua saude. Entendo
também que eu tenho permissdo para a qualquer momento revogar 0 meu
consentimento e retirar o paciente do estudo sem sofrer nenhuma puni¢cdo ou perda
de direitos. Entretanto, o paciente podera ser solicitado a realizar exames, caso 0
meédico que o assiste, julgue-0s necessarios para a sua saude e bem estar. Minha
recusa em permitir que meu filho ou tutelado participe do estudo néo resultara em
punicdes ou perda de beneficios a que ele/ela tenha direito.

Esclarecemos ainda que o Sr (@) assinara duas coépias deste documento,

uma delas devendo ficar em seu poder para esclarecimentos em qualguer momento
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que julgar necessario e a outra fara parte do arquivo de protocolos e documentos da
pesquisa.

Assinatura do responsavel pelo paciente

Endereco:

NUmero de identidade:

NUmero no estudo:
Salvador-BA, / /
Paciente (menor de idade)

Impressao

Assinatura do Pesquisador Assistente

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Para maiores esclarecimentos e/ou duvidas durante a pesquisa 0 senhor
podera entrar em contato com a Pesquisadora Assistente: Dra. Rozana dos Santos
Teixeira, telefone (71)9204-4844 residente na Avenida Orlando Gomes, Vilage Piata,
Rua C, casa 12, Bairro Piata. Salvador-BA ou Dra. Ana Marice Ladeia, telefone (071)
99642420 ou (071) 32768265, na Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, na
Avenida Dom Jo&o VI, n° 275, Brotas. CEP 40.290-000.
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Em caso de davida ou dendncia o Sr (a) podera procurar o Comité de Etica e
Pesquisa da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, na Rua Frei Henrique n°
8, Nazaré. CEP 40.050- 420. Fone: (71) 2101-2944 / e-mail: cep@bahiana.edu.br



mailto:cep@bahiana.edu.br
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ANEXO 3 - TERMO DE ANUENCIA DA EBMSP

B ! HI u N u www.bahiana.edu.br

ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

Salvador, 22 de julho de 2013

TERMO DE ANUENCIA

O Ambulatério Docente-Assistencial de Brotas (ADAB) da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica da Fundagio Bahiana para
Desenvolvimento das Ciéncias, sob o CNPJ 13.927.934.0001-15
concorda com a “Proposigdo de anuéncia” referente ao projeto:
“AVALIACAO DAS ALTERAGOES CARDIOVASCULARES E
RESPIRATORIAS EM CRIANGAS E ADOLESCENTES COM ANEMIA
FALCIFORME".

Trata-se de um pedido relevante para o desenvolvimento de nossas
atividades conjuntas. Ressaltamos ainda que possuimos a
infraestrutura fisica e de pessoal necessaria a realizagdo das
atividades previstas no escopo do Projeto.

dﬁiw P

Prof? Dr®.Eliana de Paula

Coordenadora do Ambulatério Docente-Assistencial de Brotas (ADAB)
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

UNIDADE ACADEMICA NAZARE | Rua FreiHendque 08 cep40.050420 T712101.2000 F 7132416164
UNIDADE ACADEMICA BROTAS | AvD Jodo VI 275 ©ep40.290.000 T713276.8200 F 713357.0218
LINIDADF ACADEMICA CARIN A | Gy Qihiois Madkinn 2908 ann 44 4EN 4AR T 74 AGES AAAA = 14 Anrs annn
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ANEXO 4 - TERMO DE ANUENCIA DO HOSPITAL ROBERTO SANTOS

Salvador, 22 de julho de 2013

TERMO DE ANUENCIA

O Hospital Geral Roberto Santos concorda com a “Proposicéo de
anuéncia” referente ao projeto: “AVALIACAO DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES E RESPIRATORIAS EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM ANEMIA FALCIFORME".

Trata-se de um pedido relevante para o desenvolvimento de nossas
atividades conjuntas. Ressaltamos ainda que possuimos a
infraestrutura fisica e de pessoal necessaria a realizacdo das
atividades previstas no escopo do Projeto.

MOS Anténéi%meida Matos ‘

Diretor de Ensino e Pesquisa do Hospital Geral Roberto Santos
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ANEXO 5 - CARTA DE ANUENCIA DA FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA ﬂ
Faculdade de Medicina da Bahia g1
DIRETORIA {
Large do Temeiro de Jesus, s/ Centro Historico 2 g
40.026-010 Salvador, Bahia, Brasil. ? )
Tel.: 55 71 3283.3577 | Fax: 3571 3283.5567
www.medicina utba.br | medicina‘@uofba br

Salvador, 24 de julho de 2013

TERMO DE ANUENCIA

A Faculdade de Medicina da Bahia da Universidade Federal da Bahia sob o
nimero do CNPJ no: 15180714/0001-04 concorda com a “Proposicéo de
anuéncia” referente ao projeto: “AVALIACAO DAS ALTERACOES
CARDIOVASCULARES E RESPIRATORIAS EM CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM ANEMIA FALCIFORME”.

Trata-se de um pedido relevante para o desenvolvimento de nossas
atividades conjuntas. Ressaltamos ainda que possuimos a infraestrutura
fisica e de pessoal necessaria a realizagdo das atividades previstas no
escopo do Projeto, as quais serdo desenvolvidas no CIUCP (Centro de
Integragéo Universidade-Comunidade do Pelourinho), nesta Faculdade.

Cordialmente,
,(Q().v,q
Prof. Drt\/bafis Fernando Fernandes Adan
Representante Legal da Instituicdo
Diretor, em exercicio, da Faculdade de Medicina da Bahia

Universidade Federal da Bahia
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ANEXO 6 - CARTA DE ANUENCIA’ DO AMBULATORIO DOCENTE-
ASSISTENCIAL DE HEMATOLOGIA PEDIATRICA - COMPLEXO HOSPITALAR
UNIVERSITARIO PROFESSOR EDGAR SANTOS




ANEXO 7—- CARTA DA ANUENCIA DO HEMOBA

Hem@®sA R

Fundagédo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia - HEMOBA

Salvador, 01de Setembro de 2014

CARTA DE ANUENCIA

A Fundagao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia, representada pelo Diretor Geral
Dr. José Raimundo Mota de Jesus, esta ciente dos termos do trabalho e concorda com a
realizagdo da pesquisa intitulada: Avaliagdo das Alteragbes Cardiovasculares e
Respiratérias em Criangas e Adolescentes com Anemia Falciforme desenvolvido por
Rozana dos Santos Teixeira e pela professora e orientadora Ana Marice Teixeira Ladeia

que faz parte de um projeto mais amplo do Curso de Pés-graduagdo em Medicina e Satide
Humana Coordenado por Ana Maria Teixeira Ladeia.

José Raimhngg Mota de Jesus

Diretor Geral

Fundacao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia - HEMOBA - E-mail: hemoba@hemoba,ba.gov.br Pagina:
www.hemoba.ba.gov.br - Tel.: (71) 3116.5600, Fax: (71) 3116.5604 — Lad. Hosp. Geral, s/n - Brotas
40.280-240 ~ Salvador — Bahia - Brasil
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ANEXO 8 — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA / W“@
FUNDAGAO BAHIANA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo das Alteragdes Cardiovasculares e Respiratérias em Criangas e
Adolescentes com Anemia Falciforme

Pesquisador: ANA MARICE TEXEIRA LADEIA

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 17663913.2.0000.5544

Instituigdo Proponente: Fundagdo Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 568.913
Data da Relatoria: 19/02/2014

Apresentagao do Projeto:

Anemia Falciforme (AF) é uma das doencas hereditarias, monogénicas mais prevalentes em todo o mundo e
a mais frequente no Brasil. A Bahia é o estado brasileiro com a maior incidéncia, com proporcéo de 1:650
nascidos vivos. E uma doenca multissistémica associada a episadios de adoecimento agudo e dano
arganico progressivo. Nas ultimas décadas estudos experimentais e clinicos ampliaram a compreenséo da
fisiopatologia da AF demonstrando que repetidos fendmenos isquémicos levam a lesédo de hipodxia
reperfusdo, dano ao endotélio vascular e resposta inflamatéria. Hoje a AF caracteriza-se por marcada
disfuncdo endotelial, processo inflamatério crénico e hipercoagulabilidade sanguinea. Individuos com AF
representam um grupo de risco para alteragdes cardiovasculares em virtude da anemia cronica e de
complicagdes pulmonares.

Enderego: RUA FREI HENRIQUE, N° 08.

Bairro: NAZARE CEP: 40.050-420
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)2101-2944 E-mail: cep@bahiana.edu.br

Pagina 01 de 03
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ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA / W"@
FUNDACAO BAHIANA

Continuacao do Parecer: 568.913

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

1.Demonstrar que criangas e adolescentes com Anemia Falciforme apresentam maior frequéncia de
disfungdo endotelial quando comparadas a um grupo controle sem hemoglobinopatia. 2.Demonstrar que os
pacientes com Anemia Falciforme apresentam maior frequéncia de hipertensdo pulmonar e dilatac&o de
camaras cardiacas 3.Demonstrar que existem altem criangas com Anemia Falciforme, quando comparado a
criangas sem Anemia Falciforme 4.Demonstrar que pacientes com AF cursam com alteragdes respiratorias
relacionadas ao sono (hipoxemia, SAOS, dessaturagdes)

quando comparado a criancas sem AF.

Objetivo Secundario:

1.Avaliar o estado nutricional das criangas e adolescentes com Anemia Falciforme e disfungéo endotelial
2.Carrelacionar disfung&o endotelial com hemdlise e vasoclusio 3.Correlacionar a avaliagdo da disfuncéo
endotelial através do método de imagem (vasodilatagc&o da artéria braquial mediada por fluxo) e dosagem de
arginase e marcadores inflamatérios e reagdes espirométricas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
N&o se aplica

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa ja aprovada por este CEP sendo agora solicitado pela Pesquisadora responsavel a inclusdo de
mais um instrumento de coleta de dados . O referido instrumento ira dar mais especificidade aos objetivos ja
tragados, sem implicar em novos riscos ou procedimentos aos participantes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Adequadamente apresentados.

Recomendacgdes:

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Solicitagédo de inclusdo de questionario aprovada por n&o implicar em riscos ou alteragédo do curso da
pesquisa.
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Abstract

Background: Sickle cell anemia (SCA) causes substantial morbidity and mortality.
The pathophysiology of this disease involves inflammation and activation of
endothelial cells, promoting vascular occlusions. Dyslipidemia, a well-known risk
factor for cardiovascular events, has been described in adult patients with SCA

whereas is still poorly studied in pediatric populations.

Methods: Herein, we compared the lipid profile in children and adolescents with SCA
with that in age and gender-matched controls. Moreover, we tested the association
between the lipid profiles and markers of hemolysis, inflammation, endothelial
function and with clinical outcomes. Lastly, we examined the impact of hydroxyurea

treatment on such parameters.

Results: SCA patients exhibited lower levels of total cholesterol, low-density
lipoprotein cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol (HDL-c), while displaying
higher triglyceride (TG) levels and TG/HDL-c ratio values. TG/HDL-c values were
positively correlated with lactate dehydrogenase, leukocyte count, and blood flow
velocity in cerebral arteries, while being negatively correlated with hemoglobin levels.
Acute chest syndrome (ACS) and vaso-occlusive episodes were more frequent in

SCA patients exhibiting higher TG/HDL-c values.

Conclusions: These findings indicate that children and adolescents with SCA exhibit
a lipid profile associated with hemolysis and some inflammation parameters, resulting
in increased risk of vascular events. TG/HDL-c may be a potential biomarker of

vascular damage in SCA.

Keywords: Sickle cell disease, lipoproteins, cholesterol, triglyceride

hydroxyurea, endothelial function
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is an autosomal recessive and hemoglobinopathy that
affects thousands of people worldwide [1]. The SCA pathophysiology is complex and
involves activation of leukocytes and intricate interactions between abnormal
erythrocytes and the vascular endothelium [2,3].

This association, reflects increased risk for vasculopathy with elevated levels of
molecules indicative of endothelial activation, including vascular-cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1) and intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), as well

as leukocyte-endothelium adhesion (L-selectin) and leukocyte-platelet (P- selectin)
[4].

The lipid profile seems to play an important role in SCA [5]. Patients with SCA have
exhibit dyslipidemia, characterized by low levels of total cholesterol (TC), low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-c), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) levels
and elevated triglycerides (TG) levels [6,7,8].

In some clinical settings, serum cholesterol is an important parameter for assessment
of disease severity and/or progression, with lower values being usually indicative of
increased risk of death [9]. In SCA these data have not yet been described. In this
disease hypocholesterolemia has been associated with increased levels of
biomarkers of oxidative stress [10] and increased of low-density lipoprotein
susceptibility to oxidation and cytotoxicity to endothelium [11]. Assessment of
TG/HDL-c ratio has been described as of useful clinical utility as its levels may serve
as an important indicator of risk of cardiovascular injury [12]. Indeed, previous studies
in adult patients with SCA have described a positive correlation between levels of TG

and circulating concentrations of markers of hemolysis and inflammation, whereas
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TG/HDL-c ratio values associate with endothelial dysfunction [5]. Of note,
hypertriglyceridemia in this patient population is considered a risk factor for
pulmonary hypertension [5], a leading cause of death in adults with SCA. However, a
detailed role of the TG /HDL-c ratio values and associations with the occurrence of
vascular events has not been reported in pediatric populations with SCA.

In this present study, we characterized the lipid profile of children and adolescents
with  SCA and tested its association with markers of hemolysis, inflammation,
endothelial dysfunction, and clinical aspects of the disease. Furthermore, we
evaluated the effect of hydroxyurea (HDX) treatment on the lipid profiles in the study

population.

Methods

Study design and sample selection

This analytical cross-sectional study included children and adolescents aged
between 6 and 18 years with HbSS with or without the use of hydroxyurea and age-
matched healthy children. The participants were assigned to two reference centers
for the treatment of hematological diseases, including the Hematology Outpatient
Clinic of the Magalhdes Neto Ambulatory-HUPES Complex of the UFBA Medical
School, and Hematology and Hemotherapy Foundation of Bahia (HEMOBA); the
healthy children and adolescents were registered in the general preventive pediatrics
of Roberto Santos General Hospital (HGRS)/Bahia and School of Medicine and
Public Health (EBMSP) or the Hebiatra of the Magalhdes Neto Outpatient Clinic-
HUPES. The study was approved by the Ethics Committee of the EBMSP, Salvador,

Brazil (protocol number 568.913/2014). All participants agreed to participate after
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signing the informed consent form, per the resolution 466 of the National Health
Council (BRASIL 2012). All institutions participating in the study authorized data
collection. All clinical investigations were conducted according to the principles
expressed in the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from

each participant or legal guardian at the study enroliment.

Inclusion and exclusion criteria

Individuals with SCA aged between 6 and 18 years, with HbSS diagnosed by Hb
electrophoresis and/or high-performance liquid chromatography; without acute
complications related to the disease or infectious conditions 1 month before
inclusion; without chronic diseases; non-SCA (HbAA); with BMI for age below +2 of
the z-score according to the 2007 World Health Organization (WHO) charts [13] were
enrolled in the study. Individuals with SCA were excluded if they had cerebrovascular
incident or blood transfusion 3 months before the study. The exclusion criteria for the

control group included acute infectious conditions, dyslipidemia, and obesity.

The demographic and clinical parameters were evaluated through a
standardized survey and medical records. The physical examinations included

anthropometric measurements, vital signs, and peripheral oxygen saturation data.

Event definitions

Vasoclusion episodes, VOE [14] was described as pain symptoms warranting
analgesia. ACS [15,16] was defined as new pulmonary infiltrate involving at least one
segment of the lung, isolated atelectasis with one or more associated respiratory

symptoms.
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Laboratory data

Laboratory data were collected after the endothelial dysfunction test and after a
fasting period of at least 8 h. The lipid profile included total cholesterol (TC), high
density lipoprotein cholesterol (HDL-c), low density lipoprotein cholesterol (LDL-c),
and triglycerides (TG), measured by enzymatic methods and high sensitivity high
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) using the turbidimetry method in a reference
laboratory. The other exams were part of the outpatient examination, including the
transcranial Doppler. This test is performed annually in children with SCA from 2
years of age. The study by Adams et al. defined values for blood flow velocity: up to
170 cm / s (normal); from 170 to 200cm / s (conditional); and greater than 200cm / s

(critical / abnormal). [17]

Evaluation of endothelial function

According to our previously described technique to evaluate endothelial function [18],
a protocol established under the guidelines for ultrasonographic evaluation of the
forearm [19] was used. The examinations were performed using a VIVID 3
ultrasound scanner (GE Healthcare) 12 MHz multi-frequency transducer. The
endothelium-dependent vasomotor function was assessed using flow-mediated

vasodilation (FMD) and measured using reactive hyperemia.

The examinations were performed by a specially trained physician with proven
experience in the technique [20]. Throughout the examination, a synchronized

electrocardiogram was also obtained.

Endothelial dysfunction was defined as a flow-mediated vasodilation value
below the 10th percentile of the healthy group, as described by Jarvisalo et al. and

Andrade et al. [21, 22]. The dyslipidemia criteria were defined according to the V
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Brazilian Directive on Dyslipidemia and Prevention of Atherosclerosis [23]. The cutoff

point for the TG/HDL-c ratio was 2.73, following Oliveira et al [24].
Statistical analysis

Mean and standard deviation or median and interquartile ranges were used to
characterize the dependent and independent variables depending on the nature of
the variable. Student’s T-tests, Spearman correlations, and chi-squared test were
used to compare independent sample means, associations, and proportions,
respectively. The level of 2.73 mg/dl was considered as a reference range [24] and
interactions between TG/HDL-c ratio less than 2.73 mg/dl and TG/HDL-c highest
than 2.73 mg/dl and baseline characteristics were evaluated using independent t-test
and Mann-Whitney tests. The interactions between TG/HDL-c ratio less than 2.73
mg/dl and TG/ HDL-C ratio highest than 2.73 mg/dl and categorical clinical variables
were tested for significance using a x? test or Fisher's exact test, taking into account
the expected frequency in the cell tables. The data analysis was performed using

IBM SPSS Statistics for Windows, version 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Results
Clinical characteristics of study participants

This study included 55 patients with SCA (HbSS) and 41 healthy children and
adolescents (HbAA; control group). In the SCA group, 24 (43.6%) subjects referred
use of hydroxyurea. SCA patients were similar to healthy individuals with regard to
age (mean and standard deviation [SD] in SCA: 12.4 + 3 years vs. 11.4 £ 3 years in
control group; p=0,123). Frequency of male individuals was higher in the group of

SCA (31 out of 55 [56.4%] vs. 14 out of 41 [34%], p=0.031). In addition, both
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absolute and z-score normalized body mass index (BMI) values were substantially
lower in the group of SCA patients compared to those in the control group (BMI
absolute value in SCA; 16.7 + 2.3 Kg/m? vs. 18.6 + 3.9 Kg/m? in controls, p = 0.011;
BMI z-score in SCA: -0.92 + 1 vs. -0.12 + 1.3 in controls, p= 0.003). Overall

description of the study population is shown in Table 1.
Hematological assessment of SCA

We next compared the study groups with regard to a number of laboratory
parameters. As expected, hematological evaluation revealed that patients with SCA
exhibited on average lower levels of hemoglobin (Hb) compared to healthy
individuals (8.0 £ 0.8 g/dl vs 13.1 + 1.1 g/dL, respectively; p <0.001). Mean
corpuscular volume (MCV) values were also significantly higher in SCA patients (91
+10,8 fL in SCA vs. 83 £ 6,8 fL in healthy controls; p = 0.007). Reticulocyte counts
were elevated in SCA (7.6 £ 4.9% in SCA vs. 0.8 = 0.2% in healthy controls; p
<0.001). SCA was associated with increased platelet (455.7 x10% + 139 x103 / L in
SCA vs. 281 x10°® + 47x10% in controls; p <0.001) and leukocyte counts 12.2 +
3.7x10% / L in SCA vs. 7.2 + 1.5x10% / L in controls; p <0.001). Moreover, SCA
patients exhibited significantly reduced peripheral oxygen saturation (SpOZ2)
compared to healthy controls (94 + 3.7% vs 97.7 + 0.9%, respectively; p <0.001)

(Table 1).
Biochemical assessment of SCA

SCA patients displayed increased levels of lactate dehydrogenase (LDH) in serum
compared to healthy controls (1184 = 576 U/L vs. 387+ 33 UI/L, respectively; p
<0.001). While examining biomarkers of hepatocyte stress, we observed that SCA

was associated with substantially higher levels of alanine aminotransferase (ALT, 27
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+17 U/L in SCA vs. 17 £ 8,7 U/L in controls; p=0.003), aspartate transaminase (AST,
50.9 £ 22 U/L in SCA vs. 23 £ 12 U/L in controls; p<0.001) (Table 1). Total bilirubin
as well as indirect bilirubin values were more elevated in SCA patients (total bilirubin
in SCA: 3.2 £ 1.9 mg/dL vs. 0.42 + 0.3 mg/dL in controls, p <0.001; indirect bilirubin

in SCA: 2.6 £ 1.8 mg/dL vs. 0.33 + 0.18 mg/dL in controls, p <0.001) (Table 1).

Assessment of lipid profile revealed that SCA patients exhibited increased
circulating levels of triglycerides (TG) (101 + 43 mg/dL in SCA vs. 74 + 25 mg/dL in
controls, p <0.001) (Table 1). Furthermore, SCA was associated with decreased
values of total cholesterol (119 + 24 mg/dL vs. 155 + 27 mg/dL, p <0.001), low-
density lipoprotein (LDL)-cholesterol (69 + 22 mg/dL vs. 90 + 22.5 mg/dL, p <0.001),
and high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol (33 = 14 mg/dL vs. 47 + 12 mg/dL, p
<0.001) (Table 1). The TG/HDL-cholesterol ratio has been used as a marker that
correlates with incidence and extent of coronary artery disease in both men and
women [16]. In the present study, SCA patients exhibited higher values of TG/HDL-
cholesterol ratio than healthy controls (3.6 + 2 arbitrary units [AU] vs. 1.7 £ 0.8 AU, p

<0.001) (Table 2).

In the study population, hemoglobin levels were inversely correlated with
values of TG/HDL-cholesterol ratios (r = -0.572, p < 0.0001, Figure 1). SCA patients
were among those with the highest values of TG/HDL-cholesterol and lowest levels
of hemoglobin (Figure 1). Interestingly, when the entire population was considered,
we observed a positive correlation between TG/HDL-cholesterol values and total
leukocyte counts, with SCA patients simultaneously exhibiting the highest values of
both parameters (Figure 2). TG/HDL-cholesterol values were also positively
correlated with concentrations of LDH (rs 0.3, p = 0.047), as well as with values of

blood flow velocity in the right (r° 0.35, p = 0.037) and left (r°0.361 p=0.026) cerebral
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arteries examined by transcranial Doppler. Total cholesterol levels were negatively
correlated with values of hs-CRP (r° -0.3, p = 0.04). Levels of LDL-cholesterol were
negatively correlated with the number of blood transfusions reported at the study
enrollment (rs -0.3, p = 0.032) (Figure 3). These findings suggest that the lipid profile
in SCA likely reflects the degree of systemic inflammation and potentially impacts

clinical presentation.

Assessment of endothelial dysfunction in SCA

SCA patients presented with higher values of high-sensitive C-reactive protein (CRP)
(median and interquartile range [IQ] in SCA: 2.4 mg/L, 1-4 vs. 0.8 mg/L 0.2-2, p
<0.001), indicating augmented systemic inflammation and/or increased
cardiovascular risk. Flow-mediated vasodilation (FMD) values were on average lower
in the SCA patients compared to controls (10.9% + 5.9 vs. 15.8% + 8.3, p = 0.002),

indicating a lower endothelium-dependent vasodilator capacity.

Assessment of the flow velocity in middle cerebral artery

The median interquartile range of the flow velocity in right middle cerebral artery was
130 (112 — 148) cm/s and the flow velocity in left middle cerebral artery was 131 (109
— 156) cm/s to transcranial Doppler. The Transcranial Doppler ranking was normal
56.4% (n=31), conditional 10.9% (n=6), not normal 5.5% (n=3), and asymmetric 3.6%

(n=2).

Clinical Events in SCA

Vaso-occlusive episodes (VOE) occurred in 92.7% (n = 51) of SCA patients,

with 42 individuals demanding emergency care (76.4%) and 35 (63.6%) VOE
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requiring hospitalization. Acute chest syndrome (ACS) occurred in 67.3% of the

patients with SCA (n=35).

Patients with SCA and TG / HDL-c ratio above the cut-off value 2.73 mg/dl (which
was the median value for the entire study population) presented higher number of
ACS (n=24 [70.6%] vs. n=10 [29.4%)], p=0,027), odds ratio 3,77, 1IC95%(1,135-12,53
and more VOE (n=32 [62.7%] vs. n=18 [35.3%)], p= 0,057), although not statistically

significant.

Impact of hydroxyurea treatment on SCA

In the group of SCA patients treated with hydroxyurea, 75% (n = 18) used this drug
for less than 3 years, 58.3% (n = 14) for less than 2 years and 8.3% (n = 2) used less
than six months. Treatment with hydroxyurea in SCA patients did not substantially
affect levels of total cholesterol (121.5 £ 26 mg/dL in treated patients vs. 123 + 23
mg/dL in untreated patients, p = 0.88), HDL-cholesterol (33 + 5.7 mg/dL vs. 34.6 £
9.4 mg/dL, p = 0.50), LDL-cholesterol (69.6 £ 23 mg/dL vs. 67 £ 24 mg/dL, p = 0.70),
TG (94.5 + 29 mg/dL vs. 104 £ 47 mg/dL, p = 0.42) and TG/HDL-c ratio (3.0 + 1.2
mg/dL vs. 3.3 + 1.7 mg/dL, p = 0.48). The subgroups of SCA patients undertaking or
not hydroxyurea were also similar regarding hs-CRP levels (median and IQR in
treated patients: 2.2 mg/L [1 - 4.6] vs. median and IQR in untreated individuals: 2
[0.87 - 3.5] mg/L, p = 0.44) and FMD values (10.1% + 5.7 in treated patients vs.

11.6% + 5.7 in untreated patients, p = 0.32).

Discussion

Assessment of lipid profile in SCA and examination of its relationships with

hemolysis, endothelial dysfunction and systemic inflammation can provide insights on
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the damage vascular risk of this disease. In the present study, we found lower levels
of total cholesterol, HDL-cholesterol, and LDL-cholesterol in SCA patients. In
contrast, higher levels of triglycerides were observed in SCA, consistent with the
findings of previous studies that included adults and children with SCA [6, 7, 8]. Our
study expands the current knowledge in this field while demonstrates previously
unappreciated relationships between circulating lipids and markers of endothelial

dysfunction and vascular events in SCA.

Cholesterol plays an important role in cellular metabolism, including cell
membrane synthesis; membranes are comprised of 52% proteins, 40%
phospholipids and cholesterol, and 8% carbohydrates [25]. Low plasma levels of
cholesterol have been reported in several types of acquired and hereditary
hematological disorders, including megaloblastic anemia, iron deficiency anemia,
aplastic anemia, anemia associated with liver disease, hereditary spherocytosis,
SCA, and thalassemias [26]. The main reported mechanisms underlying this
phenomenon are the consumption of cholesterol for red blood cell synthesis; serum
cholesterol dilution due to the decrease in erythrocyte mass with increased plasma
content. Belcher et al demonstred that sickle-cell LDL was more susceptible to
oxidation than control LDL and LDL vitamin E levels were significantly lower in SCA
patients compared with control subjects. In addition, the cytotoxicity of partially
oxidized LDL to endothelial cells suggest that oxidized LDL may be a marker of

vasculopathy and oxidative stress.[11]

In this study, correlations between the lipid markers and inflammation were
demonstrated as a negative correlation between cholesterol and hs-CRP and a

positive correlation between TG/HDL-c and leukocytes. In SCD, high sensitivity C-
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reactive protein (hs-CRP) was described as a low-grade marker of inflammation,
correlated to episodes of vaso-occlusive events (VOC) [27]. Leukocyte count is an
independent factor for SCA clinical severity. Patients with elevated leukocyte counts
are more likely to die at younger age [28] and are more susceptible to develop ACS
[29] and silent cerebral infarction [30]. These correlations may suggest the
association between dyslipidemia, inflammation and vascular events in SCA.
Activated leukocytes produce free radicals that increase the oxidation of LDL-c, the
main carrier of cholesterol for tissues. Oxidized-LDL-c (LDL-0x) is withdrawn from
the bloodstream through scavenger cell receptors. Endothelial cells and activated

macrophages capture LDL-ox independent of cholesterol concentration [31].

TG/HDL-c values were positively correlated with LDH and negatively
correlated with hemoglobin in the study. Hemolysis compromises the NO availability
and is one of the main mechanisms of vasculopathy and chronic complications as
pulmonary hypertension, priapism, stroke, and leg ulcers [32]. There was a
significant positive correlation between TG/HDL-c ratio and blood flow velocity in the
right and left cerebral arteries by transcranial Doppler. Blood flow velocity measured
by transcranial Doppler is an important predictor of stroke risk, which increases with
increasing maximum flow velocity. [33]. Stroke is one of the main causes of morbidity
and mortality in SCA, affecting mainly children, especially those under 10 years of
age, with occurrence rates of 1.02/100 in patients aged between 2 and 5 years and
0.79/100 in those between 6 and 10 years of age [34]. In this context, the TG/HDL-c
ratio emerges as a potential marker of encephalic vascular injury, and should be
included in the routine evaluation of these patients in order to provide earlier

therapeutic interventions.
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ACS predominated in the SCA group with very high TG/HDL-c ratio values.
ACS is the second cause of hospitalization in patients over 2 years of age, the main
cause of hospitalization in intensive care units and the main cause of mortality in
SCA [35, 36]. In this study patients with SCA and TG / HDL above 2.73 mg/dL had a

chance of 3.77, 95%CI (1.135 — 12.53) for STA episodes.

Our data reinforce the idea of the potential role of the lipid profile, especially
the TG/HDL, as a marker of vascular events in children and adolescents with SCA. In
addition, these findings reinforce the pathophysiological interrelationships between

hemolysis, inflammation and lipoproteins in SCA vasculopathy.

There was no difference in the lipid profile between SCA patients with or
without hydroxyurea treatment. The study design does not allow us to definitively
conclude whether hydroxyurea treatment interferes with lipid levels in SCA, as we did
not measure blood lipids before the drug administration nor performed a trial design
to specifically test this hypothesis. Of note, this study had some additional limitations,
which did not invalidate the results. The sample size of the subgroups may have
prevented the detection of differences between SCA patients with and without

endothelial dysfunction and between SCA patients using or not using hydroxyurea.

In summary, our findings demonstrate that children and adolescents with SCA
in stable disease state present changes in lipid metabolism characterized by low
levels of total cholesterol, LDL-c and HDL-c as well as high TG levels and TG/HDL-c
ratio. The correlations between the levels of lipoproteins and markers of hemolysis
and inflammation suggest the involvement of these mechanisms in the dyslipidemic
profile of patients with SCA. The high frequency of ACS and VOE in SCA patients

exhibiting elevated TG/HDL-c ratio values highlight association between dyslipidemia



132

and vascular events. Lastly, associations between the TG/HDL-c values and
leukocyte counts, LDH concentrations, hemoglobin levels, blood flow velocity values
in the middle cerebral artery and ACS, reinforce the potential of the TG/HDL-c as an

early marker of vascular injury.
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Table 1. Characteristics of the study participants

SCA pacients Controls
Characteristic Mean + SD Mean + SD p
Age (Years) 12.44 £ 3.19 11.41 £ 3.17 0.123
Gender
Male n (%) 31 (56.40)* 14 (34,10)* 0,031
Nutritional Evaluation
Body Mass Index (Kg/m?) 16.74 + 2.30 18.61 + 3.96 0.011
Z score BMI -0.92 +0.99 -0.12 +1.36 0.003
Peripheral Oxygen 93.90 + 3.68 97.66 + 0.96 <0.001
Saturation (%)
Hemolysis
RBC (x 10%cu mm) 2.69 £ 3.09 4.64 +0.36 <0.001
Hemoglobin (g/dL) 8.04 + 0.84 13.13 +1.10 <0.001
Hematocrit (%) 23.94 £3.09 39.36 £ 3.18 <0.001
Mean Cell Volume (fL) 90.81 +£10.82 83.42 +£6.78 0.007
Mean Cell Hemoglobin ,g 59, 373 27.14 +1.95 0.503
Concentration (pg)
Reticulocyte Count (%) 7.62 +4.89 0.80+£0.22 <0.001
Leukocytes
Leukocyte Count (x 10%L) 12.15+£3.71 7.21£1.53 <0.001
Neutrophil Count (%) 48.82 + 16.32 50.46 + 13.07 0.706
Monocyte Count (%) 8.15+ 3.33 7.75+£2.12 0.564
Platelets
Platelet Count (x 10%/L) 454.70 £ 139.01 281.16 + 47.32 <0.001
Hemolysis plus Hepatic
f\j/pL‘;‘”ate aminotransferase g, g4 4 1 9o 2316+12.28  <0.001
Total bilirubin (mg/dL) 3.25+1.90 0.42 +£0.26 <0.001
Direct bilirubin (mg/dL) 0.69+0.75 0.09+£0.08 <0.013
Indirect bilirubin (mg/dL) 2.62 +1.86 0.33+0.18 <0.001
Lactate dehydrogenase(U/L) 1184.47 + 576.67 387.30+£32.76 <0.001
Hepatic
(AL';‘C)'”G aminotransferase 27.05+ 17.18 16.79 + 8.79 <0.003
Inflammation
C-reactive protein (mg/L) 24 (1-4) 0,8(0,2-2)* <0.001
Endothelial Function
Flow Mediated Dilatation (%) 10.91 + 5.93 15.76 + 8.27 0.002

Independent Sample T test, * Chi-square test, * Mann-Whitney test
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Table 2. Caracteristics of the lipids profile between SCA group and

healthy group

SCA patients Controls

Characteristic Mean £+ SD Mean + SD p
Lipid metabolism

Total Cholesterol (mg/dL) 119.16 £23.66  154.98 + 27.33 <0.001
HDL Cholesterol (mg/dL) 33.44 +14.24 47.22 +11.62 <0.001
LDL Cholesterol (mg/dL) 67.49 £22.01 90.42£2251 <0.001
Triglycerides (mg/dL) 105.56 £43.16 74.06 £ 25.87 <0.001
Triglycerides/HDL-c ratio 3.64+214 1.70 £ 0.82 <0.001

Independent Sample T test
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Table 3. Caracteristics of the SCA hydroxyurea treated group (SCA yes HU)

and SCA hydroxyurea no treated (SCA no HU)

Caracteristics SCA no HU SCA yes HU p
(n=31) (n=24)
Hemoglobin (g/dL) 79%0,8 8,2+0,9 0,29
Fetal Hemoglobin (g/dl) 6,7%5 8,6+64 0,39
Mean Cell Volume (fL) 86.7+9.8 94.9 £10.9 0.01
Leukocyte Count (x 10°L) 12,6 +3,2 11,7+ 4,3 0,41
Platelet Count (x 10°/L) 458 + 106 469 + 148 0,75
Reticulocyte Count (%) 8+5 74 %5 0,70
Lactate 1369 + 636 980 + 432 0,03
dehydrogenase(U/L
Aspartate 55+21 46 + 22 0,20
aminotransferase (U/L)
Alanine aminotransferase  27.9 + 18,5 26.1+16 0.72
(U/L)
C-reactive protein (mg/L) 2,2(0,95-3,7)* 2,6(1,4-7,5)* 0,44
Total Cholesterol (mg/dL) 124 £+ 22 115 + 26 0,88
LDL Cholesterol (mg/dL) 67 +24 69,6 + 23 0,50
HDL Cholesterol (mg/dL) 34694 33+5,7 0,70
Triglycerides (mg/dL) 104 +47 99,5+ 28,6 0,40
Triglycerides/HDL-c ratio 3,95+2,3 3,2+1,9 0,22
Flow Mediated Dilatation 11,6 +5,7 10 +5,7 0,32

(%)

Independent Sample T test, * Mann-Whitney test
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Abstract

Background: Sickle cell anemia is a hemoglobinopathy that produces a chronic
inflammatory state. Cytokines play an important role in this process. Dyslipidemia
occurs in SCA and there are few studies demonstrating its association with
cytokines. Objectives: (1) Evaluate the cytokine profile in children and adolescents
with SCA and its correlation with their lipid profile, laboratory markers and clinical
events. (2) Evaluate the impact of hydroxyurea therapy on cytokine level.
Methodology: The study involved 55 stable children and adolescents with HbSS, 24
using HU, and 41 healthy children ages 6 to 18. Interleukins 6, 8, 10, 12p70, 1B, 17A
and TNF-a were measured with Luminex technology. ANOVA test analysis,
hierarchical cluster analysis, were performed to evaluate differences between study
groups. Results: The groups were similar in age: 13.20 + 2.82 years in SCA HU
untreated group, 11.46 = 3.49 years in SCA HU therapy and 11.41 +3.17 in control
group, (p=0.054) as well as in gender (p=0.115). There was an increase in the
cytokines levels, leukocyte count and hs-CRP in the SCA group when compared with
the healthy group. Two distinct profiles were observed: (1) a hemolytic profile in SCA-
HU untreated group, which also showed an increased TG/HDL-c ratio, and (2) an
inflammatory profile in the SCA-HU therapy group. A positive correlation between IL-
17A, IL-8 and number of vaso-occlusive events (VOE) and IL-17A, IL-8 and VOE
emergency care was observed. A positive correlation between TNF-a and blood
transfusions total number, TG/ HDL-c ratio and LDH was also observed. IL-10 was
negatively correlated with number of leukocytes. Conclusion: A chronic
inflammatory state predominated in the group of SCA children and adolescents in
stable state under treatment with HU. Elevation of cytokines is associated with
disease severity. Individuals not treated with HU have a hemolytic profile associated

with an increased TG/HDL-c ratio.

Key words: cytokines, interleukins, Sickle Cell Anemia, hydroxyurea, lipoproteins
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is the most prevalent monogenic hematologic
disease worldwide [1]. It's a multisystemic disease defined clinically by acute events
and progressive organic damage. In SCA, early diagnosis and multidisciplinary
follow-up are fundamental in reducing mortality rates. Epidemiologic studies have
shown that absence of early diagnosis and multidisciplinary follow-up contributes to a
reduced life span in children with SCA [2].

The interaction of polymerized deoxyhemoglobin S with vascular endothelium
results in inflammation, vaso-occlusive events and ischemia [3, 4]. In this context,
cytokines have a fundamental role because their ability to increase the adhesion of
sickle cells and neutrophils in the blood vessel, activate the vascular endothelium
and platelets, stimulate the production of endothelin and hematopoiesis, and
participate in dysregulation of apoptosis [5]. In sickle cell disease in a steady state
an increase of the proinflammatory cytokines as IL-6, IL-8, IL-1B3, IL17A and TNF-a in
vaso-oclusion events has been described [6,7,8,9], but some these results are
contradictory. Additionally, no pattern of cytokines seems to correlate specifically with
clinical manifestations in SCA [10]. Few studies evaluating cytokine profiles have
been performed in children with SCA [11, 12].

Sickle cell anemia is capable of altering lipid metabolism, promoting a
reduction in total cholesterol, high density lipoprotein (HDL-c), low density lipoprotein
(LDL-c), and increased levels triglycerides (TG) and TG/HDL-c ratios [13, 14]. Some
articles have described the relationship of lipid profile and inflammatory status in
other diseases such as systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, psoriasis,
periodontal disease and infectious process [15]. These studies demonstrated that
TNFa, IL-1, IL-2, and IL-6 increase serum levels of triglycerides and VLDL. The
inflammation promotes tissue lipolysis, increasing the supply of free fatty acids to the
liver and increasing the synthesis of triglycerides. Furthermore, it has been reported
in some inflammatory diseases a decrease in lipoprotein lipase activity synthesized
by endothelial cells, reducing the lipolysis of TG transported by chylomicrons and by
very low density lipoprotein [15]. These alterations in lipid metabolism increase the
risk of cardiovascular events. There are few studies directly addressing the possible
associations between inflammatory mediators, lipid profile and clinical

manifestations; however, assays in this area can help identify new sub-phenotypes



144

and understanding of changes in lipid metabolism in SCA. The aim of the current
study was to evaluate the profile of cytokines in children and adolescents with SCA
and their associations with lipid metabolism and laboratory characteristics, and also

investigate the impact in these profiles during treatment with hydroxyurea.

METHODOLOGY

This is a cross-sectional study involving children and adolescents aging 6 to
18 years, with hemoglobin SS, treated or not treated with hydroxyurea (HU), and a
comparison group composed of healthy children without hemoglobinopathy.
Participants with SCA were recruited from two reference centers for care and
treatment of hematologic disease, while the comparison group was recruited from
general and preventive pediatric outpatient clinics at public hospitals. This study
included a recruited cohort for evaluation of respiratory and cardiovascular
manifestations in children and adolescents with SCA with already published results
[16, 17, 18]. All participants agreed to participate after signing the free and informed
consent form in accordance with Resolution 466 of the National Health Council [19].
All institutions participating in the study authorized the collection of data. This study
was approved by the Ethics Committee of the Bahiana School of Medicine and Public
Health, protocol number 568.913 / 2014.

Inclusion and Exclusion Criteria

Patients with hemoglobin SS, without acute complications or infectious
pictures in the last month and healthy children with the same age group with Hb AA
without chronic diseases or infections in the last month were included. SCA patients
with previous cerebrovascular accident or blood transfusion in the last three months
were excluded. Dyslipidemia and obesity were exclusion criteria for the healthy
group. The dyslipidemia criteria was based on the V Brazilian Guideline on
Dyslipidemia and Prevention of Atherosclerosis [20] and the obesity criteria was
based on anthropometric index BMI / age above Z score +2, according to WHO
charts 2007 [21]. The demographic and clinical data was evaluated through a

standardized questionnaire and medical records. Physical examination included
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anthropometric data and measurement of blood pressure and peripheral oxygen

saturation.

Laboratory data

Laboratory data was collected after the endothelial dysfunction test, after at
least 8 hours of fasting. Concentrations of IL-1j3, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-a
were measured in frozen plasma samples stored at -80° using the Luminex assay
(Bio-Rad, Hercules, CA). The lipid profile included the determination of total
cholesterol (TC), HDL-c, LDL-c and triglycerides (TG) by enzymatic method. The high
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) values were determined by turbidimetry
method in a reference laboratory. The other exams were part of the outpatient
routine, including transcranial Doppler, ALT, AST, LDH, bilirubin and blood count

parameters.

Evaluation of endothelial function

To evaluate the endothelium-dependent vasodilation, we used a protocol established
under the guidelines for ultrasonographic evaluation of the forearm [22]. Briefly, the
examinations were performed using the VIVID 3 ultrasound scanner (GE Healthcare)
12 MHz multi-frequency transducer. The endothelium-dependent vasomotor function
(VMF) was assessed using flow-mediated vasodilation (FMD) by reactive hyperemia.
The examinations were performed by a trained physician with proven experience in
the technique [17,18,23]. Throughout the examination, a synchronized

electrocardiogram was obtained.

Endothelial dysfunction was defined as the value of flow-mediated vasodilation below
the 10th percentile of the healthy group, according to a study by Jarvisalo et al. and
Andrade et al [24, 25].

Clinical Event Definitions
Vaso-occlusion episodes (VOE) [26] were described as pain symptoms

warranting analgesia. ACS [27] was defined as new pulmonary infiltrate involving at
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least one segment of the lung, isolated atelectasis with one or more associated

respiratory symptoms.

Statistical analysis

ANOVA test analysis was used to compare the means between groups and
chi-square test to compare categorical variables when indicated. Spearman's
correlation was used to evaluate associations between continuous variables. The
cut-off point for the triglyceride / HDL-c ratio (TG / HDL-c) was 2.73 according to a
study by Oliveira et al [28]. The TG / HDL-c ratio was dichotomized in TG / HDL-c
above the value 2.73 and below the value 2.73. Cytokine values were compared
between these groups by the Mann-Whitney test, being significant if p <0.05. Data
analysis was performed using IBM software - SPSS Chicago, IL, USA. 20.0.

Using the JMP 10.0 software, the geometric mean values (logl0) for each
marker were calculated for the study population. To evaluate the general expression
pattern of these markers in each group the heat map was done, using the variation of
geometric mean values calculated for each candidate biomarker. Hierarchical

clustering using the Ward method was employed to identify the marker patterns.

RESULTS

This study included a total of 96 children and adolescents aged of 6 to 18
years: 31 HbSS untreated with hydroxyurea (SCA no HU), 24 HbSS receiving HU
(SCA HU) and 41 healthy individuals (control group). The mean age (years) was
similar across groups (13.2 + 2.8; 11.5 + 3.0; 11.4 £ 3.2 p = 0.054 respectively), as
well male gender: SCA no HU, 17(56, 7%); SCA HU 13 (54.2%), control group 14
(43.1%) p = 0.115. The SCA groups had lower mean body mass index (BMI) z

scores p<0.001, SpO2 p<0.001, hemoglobin p<0,001 and glycemia (p=0.013) when
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compared to control group (CG). The largest mean difference in BMI z score was
between the SCA HU and CG (-2.28 + 0.81 p =0.017). Regarding glycemia, the
highest mean difference occurred between the SCA HU and CG (-11.35 + 4.17 p =
0.029). The SCA groups had a higher mean of leukocytes (p<0.001), globular volume
(p<0.001), platelets (p<0.001), reticulocytes (p<0.001), lactic dehydrogenase (LDH)
(p<0.001), total bilirubin (p<0.001), indirect bilirubin (IB) (p=0.001), direct bilirubin
(DB) (p=0.008) and aspartate aminotransferase (AST) (p <0.001).

The SCA groups and control group were similar for systolic blood pressure
(p=0.261), diastolic blood pressure (p=0.277) and for alanine aminotransferase
(p=0.071). The SCA groups differed in LDH values (p=0.049), MGV (p=0.014) and
peripheral oxygen saturation (p=0.033). The LDH was higher in SCA no HU and
MGV and peripheral oxygen saturation were higher in the SCA HU group. Fetal
hemoglobin (HbF) was similar between the SCA no HU group (6.794 + 5.29) vs SCA

HU group (8.635 = 6.41) (p = 0.389). (Table 1)

Assessment of endothelial dysfunction

The flow-mediated vasodilation (FMD) was lower in the SCA HU and SCA no
HU group vs control group (11.6% + 5.7, 10% + 5.7 vs 15.8 + 8.3%, p = 0.004), and
similar between SCA groups (p = 1.000). (Graph 1) The cutoff value for endothelial
dysfunction was 8.5% (control group 10th percentile). The FMD, in the 10th
percentile SCA group was 4.8% and 50th percentile FMD was 10%. Endothelial
dysfunction predominated in the SCA group, 20 (36.4%) vs control group 4 (9.8%),
being similar between SCA no HU 9 (30%) vs SCA HU group 11 (45.8 %) (p =

0.231).
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Assessment of lipid profile

The SCA groups had lower values for total cholesterol (p<0.001), HDL-c
(p<0.001), LDL-c (p<0.001) and higher triglyceride levels (p<0.001) and TG/HDL-c
ratio (p<0.001) when compared to the control group. There was no difference in the
lipid profile between the groups treated and not HU treated. The largest mean
difference in TG was between the SCA HU and CG (33.79 + 9.03, p <0.001). (Table

2)

Assessment of inflammatory profile through cluster analysis and associations

with markers of hemolysis and lipid profile

A cluster analysis of how the three groups differed in relation to inflammation
markers (leukocyte counts, hs-CRP, interleukins IL-1, IL-6, IL-8, IL 10, IL-12p70, IL-
17A, TNFa), hemolysis markers (hemoglobin, hematocrit, reticulocytes, lactic
dehydrogenase, bilirubins, ALT, AST), the TG/HDL-c ratio and FMD was done.
These markers were represented in red when they reached higher values and blue

when they reached lower values. (Fig1lA)

It was observed that hemolysis markers were higher in the SCA no HU group,
inflammation markers were higher in the SCA HU group, and values of hemoglobin,
IL-10 and FMD were higher in the healthy group, indicating better endothelium-
dependent vasodilatory capacity (Fig. 1A). Analysis of the main component showed
that SCA HU, SCA no HU and healthy group, distanced themselves in distinct areas,
forming 3 sub-phenotypes. (Fig. 1B) The vector analysis demonstrated the variables
that influenced the differentiation of the groups (Fig. 1C). These analysis showed
three different laboratory profiles: the SCA no HU group presented more hemolysis,

with increased value of LDH, aminotransferase, indirect bilirubin and lower values of
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hemoglobin and hematocrit, associated with the increase in TG/HDL-c ratio,
leukocyte count and IL-12p70; the SCA HU group had a markedly inflammatory
profile (IL, TNFa and hs-CRP). The healthy group had higher hemoglobin value,
increased IL-10 (anti-inflammatory action) and increased vasodilatory capacity

(without endothelial dysfunction).

Correlations between interleukins, endothelial dysfunction, clinical events and

lipid profile

There was a positive correlation between the number of vaso-occlusive events
(VOE) in the last year and IL-17A (rs= 0.271, p = 0.048) and IL-8 (rs= 0.275, p =
0.045), as well as between VOE number emergency care and IL-17A (rs= 0.296, p =
0.03) and IL-8 (rs= 0.336, p = 0.013). A positive correlation between TNF-a and
number of blood transfusions (rs= 0.34, p = 0.016) and negative correlation between
IL 10 and number of leukocytes (rs=-0.391, p = 0.007) were also observed. TG/HDL-
c ratio presented correlation com LDH (rs= 0,325 p=0,032). There were no significant
correlations between interleukins and lipid profile, interleukins, lipid profile or FMD

(endothelial dysfunction).

DISCUSSION

Studies to date involving cytokines in SCA have been controversial. They have
not demonstrated a defined profile of these mediators in the stable state [29, 30] and
during VOC [31, 32], and few studies have been performed with children [33, 34, 35].
Few correlations between cytokines and clinical and laboratory markers in SCA have
been reported and are not specific. Several authors evaluated different cytokine
panels in their samples, which made it difficult to generalize. In addition, the

association between lipid profile and cytokines has not been studied.
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In this study, cluster analysis demonstrated increased cytokine levels in SCA
group, prevailing among those treated with HU, in addition to elevation of leukocytes
and hs CRP characterizing inflammatory status in children and adolescents in stable
state of the disease.

The increase of cytokine levels in sickle-cell anemia involved several factors
as activation of the endothelium and leukocytes, tissue ischemia and subclinical
microinfarcts. Activated macrophages and monocytes stimulate the release of IL-13
and TNF-a and the activated endothelium stimulates the production of IL-6 and IL-8.
[31]. Tissue ischemia promotes the release of cytokines, such as IL-6 and TNF-q,
which increase the production of acute phase proteins by the liver [36].

In this study, the involvement of cytokines in the SCA pathogenesis was
demonstrated by positive correlations between IL-8 and IL-17A with VOC and VOC
numbers requiring medical attention. IL-8 is synthesized by macrophage, has
chemotactic action for neutrophils and T lymphocytes, stimulates inflammation and
increases the expression of adhesion molecules (V-CAM and I-CAM), mechanisms
that are involved in vasocclusion. IL-17 stimulates the production of proinflammatory
cytokines, especially IL-8. Some authors have suggested that IL-8 could be used as
a marker of severity in SCA [8] and that high levels of IL-8 in an asymptomatic state
could predict VOC risk [32]. The positive correlation between TNFa and total number
of blood transfusions, variable related to phenotype of greater severity, reinforces the
importance of inflammatory profile in SCA pathogenesis.

The lipid profile evaluation showed lower levels of total cholesterol, HDL-c
and LDL-c and higher levels of TG/HDL-c ratio and triglycerides when compared to
healthy controls. These findings were described by other authors evaluating adults

and children of different ethnicities and geographic regions [13, 37, 38]. Cholesterol
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is one of the main components of the cell membrane, accounting for 40% of its
constitution [39]. LDL-c is the lipoprotein with the highest cholesterol content and the
main one responsible for the supply of this metabolite to the cells. The main
mechanisms related to hypocholesterolemia in SCA would be: a) the consumption of
cholesterol for red blood cell synthesis due to increased hemolysis, b) dilution of
serum cholesterol due to decreased erythrocyte mass and increased plasma content
[39], or c) oxidative stress favoring the oxidation of LDL-C and increasing the removal
of this lipoprotein from the circulation [37]. Thus, our data confirm this dyslipidemic
profile in SCA patients.

Studies on inflammatory and infectious diseases [15] have demonstrated that
TNFa, IL-1, IL-2, IL-6 increase serum triglyceride and very low density lipoprotein
(VLDL) levels. The inflammation promotes tissue lipolysis, increasing the supply of
free fatty acids to the liver and increased synthesis of triglycerides. It has been
reported that in some inflammatory diseases there is a decrease in lipoprotein lipase
activity synthesized by endothelial cells, reducing the lipolysis of TG transported by
chylomicrons and VLDL. Although SCA presents a chronic inflammatory state and
dyslipidemic profile, both of which are associated in pathologies such as obesity,
cardiovascular disease and autoimmune disease, in this study no correlation
between cytokines and lipid profile was observed.

Cluster analysis allowed the identification of three sub-phenotypes: hemolytic,
inflammatory and healthy profiles. The SCA HU treatment patients formed the
inflammatory sub-phenotype. This group received a higher number of blood
transfusions throughout the life, suggesting a more serious evolution.

In the SCA no HU group there were elevated levels of hemolysis markers

(LDH, reticulocytes, BI, TGO), lower hemoglobin levels and increased TG/HDL-c
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ratio. This group had LDH levels, significantly higher when compared to the SCA HU
group. The literature has demonstrated the HU ability to reduce hemolysis by
increasing the HbF intra-erythrocyte concentration and decreasing polymerization
[40]. This mechanism may justify the reduction of hemolysis observed in patients HU
treated. On the other hand, the increase of cytokines in the SCA HU treated group
could suggest a proinflammatory effect of this medication. However, some studies
have shown a possible anti-inflammatory action by reducing neutrophil count,
reducing the expression of adhesion molecules as well as reducing the expression of
E-selectin, P-selectin, ICAM (intercellular adhesion molecules), PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule 1) and VCAM-1 (vascular cell adhesion protein
1)[41]. A recent longitudinal study by Rhiannon et al (2017) [42] involving children
HbSS and HbSBthalassemia, demonstrated that HU therapy reduced the
inflammatory molecules levels more efficiently than blood transfusion therapy when
compared to healthy controls, but not completely, which justifies research including
other drugs to be used in association with HU. The markers that showed significant
reduction with HU continuous use over a two year period were IFNa2, VCAM-1,
CD40L, EGF, E-selectin, IL-7, MIP-1a and MIP-18, cytokines that were not tested in
our study. In addition, the cross-sectional design of this study limited the assessment

of the impact of HU treatment because the previous cytokines levels were not known.

CONCLUSIONS

Children and adolescents in the SCA steady state present with a chronic
inflammatory profile characterized by cytokine elevation, which is associated with
VOC and a greater need for blood transfusions, suggesting that inflammation is

related to severe clinical course. This study allowed us to identify two sub-
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phenotypes among children and adolescents with sickle cell anemia: an inflammatory
profile formed by patients SCA HU treated and a hemolytic profile formed by patients

HU not treated and who presented increased TG / HDL-c ratio.
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Table 1. Characteristics of the groups studied: SCA HU untreated, SCA HU therapy

and Control Group

Characteristics SCA no HU SCA HU Control Group p
(n=31) (n=24) (n=41)

Age (Years) 13,20 £ 2,82 11,46 + 3,49 11,41 £3,17 0,054

Gender Male n (%) 17(56,70) 13(54,20) 14(43,10) 0,115

Body Mass Index (Kg/m?)* 16,85+ 2,34 16,32+ 2,22 18,61 +3,96 0,013

Z score BMI ** -1,01 £ 0,95 -0,88 +1,05 -0,12 + 1,36 0,005

Peripheral Oxygen 91,29 + 4,23 95,05+ 2,52 97,66 + 0,97 <0,001

Saturation (%)**S

Systolic blood pressure 98,75+11,03 96,67+12,11 95,94+10,52 0,261

(mmHg)

Diastolic blood pressure 58,75+9,04 53,33+10,32 60,31+ 11,89 0,277

(mmHg)

Hemoglobin (g/dL) ** 7,92 +0,79 8,18 + 0,91 13,12+ 1,10 <0,001

Fetal Hemoglobin (g/dl) 6,79 £ 5,29 8,64 + 6,41 _ 0,389

Mean Cell Volume (fL)*® 86,86 + 9,81 94,91+10,61 83,42+ 6,78 0,001

Leukocyte Count (x 12,59 + 3,20 11,68 + 4,31 7,21 £1,53 <0,001

10%/L)**

Platelet Count (x 10%/L)**  457,92+106,48  469,68+148,42 281,16+47,32 <0,001

Reticulocyte Count (%)** 7,81 +5,38 7,28 + 4,64 0,78 +0,24 <0,001

Lactate 1356,45+650,16 980,25+432,05 392,57+35,92 <0,001

dehydrogenase(U/L)**8

Aspartate 55,02 + 21,62 47,24 + 22,23 23,16 +12,28 <0,001

aminotransferase (U/L) **

Alanine aminotransferase 27,93 + 18,47 26,10 £ 16,11 16,79 +£8,79 0,071

(U/L) *

Total bilirubin (mg/dL) ** 3,496+2,123 2,955+1,579 0,426+0,261 <0,001
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Indirect bilirubin(mg/dL) **  2,74+2,053 2,48+1,58 0,33+0,19 0,001

Direct bilirubin (mg/dL) **  0,87+0,94 0,48+0,32 0,09 £+ 0,08 0,008

Glycemia (mg/dL)* 81,44 + 10,01 79,13 £10,52 89,47 £ 9,04 0.013

EI/O)\LV Mediated Dilatation 10,08 + 3,84 8,58+ 4,44 18,21 + 7,62 0,004
o)+

Note: One-way ANOVA and Bonferroni post hoc test for numerical variables with normal
distribution. Chi-square for categorical variables. Student t test to compare two independent
samples. * Indicates that the difference is between the control group and the SCA HU group.
+ Indicates that the difference is between the control group and the SCA no HU group. §
Indicates that the difference is between the groups with Sickle Cell Anemia.

Tabela 2. Comparison of the lipid profile between sickle cell anemia hydroxyurea untreated
group (SCA no HU), SCA HU treated (SCA HU) and control group.

Lipid profile SCA no HU SCA HU Control Group p

Colesterol total (mg/dl) 124,23 + 22,45 114,72 + 24,63 153,73 + 26,45 <0,001

*+

LDL-c (mg/dl) ** 72,20 £ 22,04 64,34 +20,93 90,43 + 22,52 <0,001

HDL-c (mg/dl) ** 31,63 + 8,64 3516 +18,61 47,03+11,7 <0,001

Triglicérids (mg/dI) * 112,86 + 51,35 96,93+ 31,20 74,07 £2587  <0,001

TG/HDL-C** 3,96+ 2,34 3,22+1,89 1,70 + 0,83 <0,001

ANOVA test with Bonferroni post hoc test. * Indicates that the difference is between the
control group and the SCA HU. + Indicates that the difference is between the control group
and the SCA no HU group. LDL (low-density lipoprotein cholesterol); HDL (high-density
lipoprotein-cholesterol) TG / HDL-C (Triglycerides / high-density lipoprotein-cholesterol ratio).
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Graph 1: Hierarchical cluster analysis between groups treated with HU (SCA HU), HU untreated (SCA
no HU) and controls (Healthy) by color scale ranging from intense blue to lower values and intense red
to higher values. Graph 2. Analysis of the main component. SCA HU (represented in blue), SCA on
HU (represented in red) and Healthy (represented in black). Graph 3. Vector analysis. It shows the
variables that influenced the difference between the groups.



