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RESUMO

INVESTIGACAO DE BIOMARCADORES ASSOCIADOS A POTENCIAIS
FATORES PROGNOSTICOS EM PACIENTES PEDIATRICOS COM DOENCA
FALCIFORME. MAGDA OLIVEIRA SEIXAS.

As manifestagdes clinicas associadas a doenga falciforme (DF) sdo heterogéneas, sendo
caracterizadas por hemolise, inflamagfo cronica e crises vaso-oclusivas e dolorosas. O
objetivo desse estudo foi investigar biomarcadores na DF, identificando moléculas
associadas a hemolise, inflamagdo, ao metabolismo hepético, renal e lipidico em
pacientes provenientes do estado da Bahia. Desta forma, foi desenvolvido um estudo de
corte transversal envolvendo 152 pacientes com DF em estado estavel da doenga, sendo
também incluidos 132 individuos saudaveis pareados por idade € sexo. A mutagédo -
463G no gene da MPO foi investigada por PCR-RFLP. As andlises hematologicas
foram realizadas em contador automatizado, o perfil de hemoglobina foi confirmado por
cromatografia liquida de alto desempenho e as dosagens bioquimicas como os lipidios
(triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL),
transaminases (AST e ALT), marcadores renais (uréia e creatinina) e associados a
inflamacdo e infecgdo (PCRe, AIAT e ASLO) foram investigados por
quiomioluminescéncia. No total de pacientes incluidos no estudo 67,5% (103/152) eram
SS, 31,5% (48/152) SC e 0,7% (01) SD. A comparagéo das médias dos marcadores
investigados entre pacientes e controles identificou diferengas estatisticas na maioria
dos parametros, com exce¢do dos niveis de creatinina e proteinas totais e fragdes. A
investigacdo de moduladores classicos, como a Hb F, reticuldcitos e leucdcitos e sua
associacdo com marcadores de hemdlise, hepaticos, lipidicos € renal demonstrou
associacdo principalmente entre reticulocitos e leucocitos € hemolise, metabolismo
hepético, contagem de plaquetas, mondcitos e neutrofilos, destacando a associagdo
inversa dos leucocitos com colesterol HDL (r= -0,198, p=0,015). Destaca-se também a
correlagdo negativa entre o colesterol HDL e a contagem de reticuldcitos e marcadores
de inflamag¢do (PCRe ¢ A1AT). De maneira inversa, a LDH demonstrou associagéo
direta com os marcadores de hemdlise, contagem de leucdcitos e plaquetas,
concentragdo de Hb S ¢ F ¢ A1AT e inversa com niveis de colesterol HDL. Ao serem
comparados grupos de pacientes com colesterol HDL diminuido € normais e dados
clinicos, observou-se que os pacientes com niveis diminuidos de colesterol HDL
apresentarem risco maior para o desenvolvimento de pneumonias (OR=2,42, p=0,033),
alteragdes cardiacas (OR=2,88, p=0,025) e fizeram uso de hemoderivados (OR=2,52,
p=0,025). A analise da mutagio -463G da MPO revelou que os individuos com o alelo
mutante apresentaram valores elevados de LDH, ferro sérico, bilirrubinas total e
indireta. Os individuos com DF e litiase biliar apresentaram niveis elevados de
colesterol total, colesterol VLDL e triglicerideos (p<0,05). Nesse estudo investigou-se
associagdes entre alguns biomarcadores e sua possivel utilizagdo como moduladores
clinicos na DF, sendo que o colesterol HDL apresentou correlagdo inversa a marcadores
de gravidade clinica na DF como hemolise, comprometimento hepatico, renal e
inflamatério. De acordo com os resultados obtidos, as lipoproteinas podem ter papel
importante no acompanhamento da evolugdo clinica de pacientes com DF, onde
destacamos o papel do colesterol HDL, que em niveis normais pode ser considerado
como marcador de bom prognéstico clinico € que pode ser utilizado, rotineiramente, no
acompanhamento periédico do paciente. Estudos adicionais devem ser conduzidos com
o objetivo de esclarecer os possiveis mecanismos pelos quais os marcadores
bioquimicos sugeridos interferem na modulagdo das manifestagdes clinicas presentes na
doenca falciforme, bem como os efeitos provaveis em individuos em idade aduita.
Palavras chave: Doenga falciforme, biomarcadores, colesterol HDL e prognoéstico.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BIOMARKERS ASSOCIATED TO THE POTENTIAL
PROGNOSTICS FACTORS IN PEDRIATRIC PATIENTS WITH SICKLE CELL
DISEASE. MAGDA OLIVEIRA SEIXAS.

The clinical manifestations associated to sickle cell disease (SCD) are heterogeneous
being characterized by hemolysis, chronic inflammation and vaso-oclusive and painful
crisis. The aim of this study was investigate biomarkers to SCD, identifying molecules
related to hemolysis, inflammation and hepatic, renal and lipidic metabolism in patients
originating from the state of the Bahia. In this way, was developed a cross sectional
study involving 152 SCD patients in the steady state of disease , being also included
132 healthy individuals matched by age and sex. The MPO gene -463G mutation was
investigated by PCR-RFLP. The hematological analyses were carried out by automated
method, the hemoglobin profile was confirmed by high performance liquid
chromatography and biochemical analyses of lipids (tryglicerideos, total cholesterol,
cholesterol HDL, cholesterol LDL and cholesterol VLDL), transaminases (AST and
ALT), kidney markers (urea and creatinina) and associated to the inflammation and
infection markers (PCRe, A1AT and ASLO) were investigated by imunochemistry
assay method. In the total of SCD patients included in this study 67.5% (103/152) were
SS, 31.5% (48/152) SC and 0.7% (01) SD. The comparison of means of the biomarkers
investigated in SCD patients and controls identified statistical differences in the
majority of the parameters, with the exception of creatinine and total proteins and
fractions concentrations. The investigation classical biomarkers, as Hb F, reticulocyte
and leucocyte and its correlation with markers of hemolysis, hepatic, lipidic and renal
metabolism showed significative inverse correlation between leucocytes and cholesterol
HDL (r= -0.198, p=.015). The cholesterol HDL also had a negative correlation with
reticulocytes and markers of inflammation suck as A1AT (r= -0.327, p=.001). Of
inverse way, the LDH showed positive correlation with the markers of hemolysis,
leucocytes count anda Hb S and F and A1AT concentration and inverse correlation with
cholesterol HDL levels. Comparing groups of SCD patients with low and normal
cholesterol HDL and clinical manifestations, patients with low levels of cholesterol
HDL present a higher risk for the development of pneumonia (OR=2.42, p=.033),
cardiac alterations (OR=2,88, p=.025) and did use more blood therapy (OR=2.52,
p=.025). The analysis of MPO gene -463G mutation revealed that the individuals with
the mutant allele presented a higher levels of LDH, serum iron, total and indirect
bilirrubins. The SCD individuals with cholelithiais presented high levels of total of
cholesterol, cholesterol VLDL and tryglicerides. In this study was investigated possible
associations between some hematological and biochemical biomarkers and its possible
use as clinical modulators in SCD, being that the cholesterol HDL presented inverse
correlation to markers of clinical severity associated to hemolysis, hepatic, renal and
inflammatory mechanisms. According to the results, the lipoproteins can have
importante role in clinical follow-up of SCD patients, emphasizing the role of
cholesterol HDL, that in normal levels can be considered a marker of good clinical
prognostic and that can be utilized, routinely, in the SCD patients follow-up. Futher
studies should be driven with the aim of elucidate the mechanisms by the which these
biochemical markers act as a SCD clinical modulators, as well as these effects in
adulthood patients.

Key word: sickle cell disease, biomarkers, cholesterol HDLclinical prognostic.
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1. INTRODUCAO

1.1 - A HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) € uma proteina globular encontrada nos eritrdcitos, tendo
como principal fungdo o transporte de oxigénio para todos os tecidos e a retirada de
diéxido de carbono dos mesmos (Figura 01). A Hb € composta por quatro cadeias
polipeptidicas agrupadas duas a duas, sendo um par denominado de cadeias do tipo alfa
(o — alfa e & - zeta) e outro de cadeias tipo ndo alfa (B - beta, d - delta, y - gama e € -
épsilon), formando dessa maneira os diferentes tipos de hemoglobina que sdo
correspondentes a cada estagio de desenvolvimento ontogénico do individuo (BUNN &

FORGET, 1986; WEATHERALL & PROVAN, 2000; PERUTZ, 2001).

Tetrd@mero de hemoglobina

(@) visualizagdo frontal (b) visualizacdo lateral

Figura 01 — Molécula de hemoglobina. Estrutura quaternaria (o,3,). Adaptado de NAGEL et al., 2005.

Os grupamentos de genes que codificam as globinas a e B estdo localizados nos
cromossomos 16 e 11, respectivamente (MODELL & DARLISON, 2008) e aparecem

na ordem em que sd3o expressos nos periodos embrionario, fetal e adulto, quando
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diferentes grupos de genes sdo ativados ou suprimidos e as cadeias globinicas sdo
produzidas independentemente (Figura 02). As cadeias polipeptidicas da globina sdo
compostas por numeros diferentes de aminoacidos, sendo que as cadeias a possuem 141

aminoacidos e as cadeias ndo-o 146.

\ 31 32 99100 ~30 31 104 105

s

5] 5% az€; oY, azB; 135;
Hb Gower 1 Hb Portland Hb Gower 2 HbF HbA HbA;
[N = 4 _v_) . -~
Embrido Feto Adulto

Figura 02 — Regulagdo génica da sintese de hemoglobina nas fases embrionéria, fetal e adulta. Adaptado

de WATHERALL et al., 2005.

As Hb Gower 1 (& &), Portland (& v2) € a Gower 2 (0, &) estdo presentes no
periodo embrionario. A hemoglobina fetal (o, y,) tem sua producdo iniciada no periodo
fetal com sua sintese diminuida na vida adulta, quando predominam as hemoglobinas
HbA ou A; (az B2 ) € HbA; (az 8, ). A hemoglobina A; possui concentragdo maior na
vida adulta variando entre 95 a 98%; a HbA, varia de 1,5 a 3,5% e a HbF apresenta até
2%. A HbF representa 70-80% do total das hemoglobinas ao final do periodo
gestacional, sendo que seis meses apOs o nascimento a crianga ja apresenta as
concentragdes da vida adulta (BUNN & FORGET, 1986).

Alteragdes genéticas na molécula da Hb sdo denominadas hemoglobinopatias e
apresentam prevaléncia mundial elevada (NAGEL & STEINBERG, 2001) podendo ser

classificadas como estruturais e de sintese. As hemoglobinopatias estruturais sdo
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decorrentes de mutagdes nos genes da globina, resultando em alteragdes na estrutura das
cadeias polipeptidicas, com a formac3o de hemoglobinas variantes, sendo exemplos
freqiientes as hemoglobinas S, C, D e E. As hemoglobinopatias de sintese ou as
talassemias resultam de mutagcGes nos genes da globina que levam a diminui¢io ou
auséncia na produgdo de uma ou mais cadeias polipeptidicas (MODELL &
DARLISON, 2008). Nesse segundo grupo estdio incluidos os individuos com
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF) (LEE et al., 1992; BUNN, 1994;

BUNN, 1997; WEATHERALL & PROVAN, 2000).
1.2 - A HEMOGLOBINA S

A hemoglobina S (HbS) é uma hemoglobina variante resultante da mutagéo pontual
no sexto cédon do gene da globina beta (GAG>GTG), que leva a substituicdo da
adenina(A) por timina (T) e, conseqiientemente, do acido glutdmico pela valina na
cadeia polipeptidica beta. A HbS forma polimeros em condi¢des de hipoxia,
modificando a forma das hemacias, tornando-as alongadas ou em forma de foice. A
falcizacdo das hemacias ¢ um fen6meno reversivel, sendo que a hemécia retorna & sua
forma original ap6s nova oxigenagdo. Contudo, apés repetidos episodios de falcizagéo,
a hemacia torna-se irreversivelmente falcizada. A presenga de um alelo normal e outro
mutante para a HbS caracteriza os individuos denominados heterozigotos ou AS, que
sdo saudaveis, mas que em condi¢des de oxigenacgdo baixa, como em altitudes elevadas,
podem apresentar efeitos decorrente da falcizagio das hemacias (BUNN & FORGET,
1986; STEINBERG, 2001).

A hemoglobina S possui freqiiéncia elevada na Africa, principalmente na regido

Centro-Ocidental, Atlantico-Ocidental e Sul. O gene p° apresenta freqiiéncia entre 0,12
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a 0,14 no Congo e Zaire e de 0,08 a 0,10 no Senegal. A hemoglobina S também ¢
encontrada em paises do Mediterraneo, incluindo a Itdlia e Grécia, bem como na Aréabia
Saudita, Kuait e India (STEINBERG, 2001). Nos Estados Unidos da América e
América Latina, aproximadamente 8% da populagio afro-descendente ¢é portadora da
HbS, estimando-se o nascimento de 1/ 625 criangas com anemia falciforme nos Estados
Unidos (WANG & LUKENS, 1998).

O gene B° apresenta distribuigio heterogénea entre os diferentes estados
brasileiros, variando de acordo com a regido estudada. Na regido Nordeste, BANDEIRA
e col. (1999) descreveram a freqiiéncia de 5,1% para os heterozigotos AS e a
prevaléncia de 0,2% para a doenga falciforme no estado de Pernambuco; em Natal, Rio
Grande do Norte, ARAUJO e col. (2004) descreveram 1,5% de heterozigotos AS e
0,05% de portadores da anemia falciforme entre recém-nascidos do estado. O estado da
Bahia apresenta a maior freqiiéncia brasileira para a HbS, tendo sido encontrado 7,4%
do gendtipo AS em 1.200 criangas em idade escolar (AZEVEDO et al., 1980), variando
de acordo com o grupo populacional estudado. ADORNO e col. (2005) descreveram a
freqiiéncia de 9,8% para heterozigotos AS, 0,9% para heterozigotos duplos SC ¢ 0,2%
para individuos com anemia falciforme (SS) em recém-nascidos de uma maternidade
publica da cidade de Salvador-BA. Em estudo proveniente da triagem neonatal realizada
pela APAE (Associagdo de Pais e Amigos dos Excepcionais) na regido do Reconcavo
baiano foram descritas as freqiiéncias de 9,5 e 11,4% para portadores de hemoglobina S
(SILVA et al., 2006).

A regido sudeste do Brasil apresenta freqiiéncia de 2% para os heterozigotos
HbAS na populagio geral e de 6 a 10% em individuos afro-descendentes (BRASIL,
2002). A freqiiéncia de 6,6% foi descrita para individuos heterozigotos Hb AS afro-

descendentes do Estado de Sdo Paulo, com prevaléncia de 0,1% para a anemia
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falciforme (HbSS) (RAMALHO 1986). BRANDELISE e col. (2004) descreveram em
estudo realizado em 281.884 recém-nascidos do programa de triagem neonatal de
Campinas a prevaléncia de 0,02% para a doenga falciforme (SS e SC).

A HDbS tem propriedades fisico-quimicas diferentes da hemoglobina A, uma vez
que a substitui¢do do acido glutdmico por valina leva a perda de duas cargas elétricas
por molécula de hemoglobina. Além disso, apresenta diferenca na estabilidade e
solubilidade, o que leva a formagdo de polimeros quando no estado de
desoxihemoglobina (BUNN & FORGET, 1986).

Virios fatores t€ém sido associados ao aumento na extensdo e velocidade de
formagdo dos polimeros de HbS, dentre eles destacam-se a concentragdo intracelular de

HbS, o grau de desoxigenagio e a concentragdo de HbF (BUNN, 1997).

Fita 1

Axqal

Figura 03 — Interagdo das moléculas de hemoglobina durante o processo de falcizagdo. Adaptado de
NAGEL et al., 2005.

As deformagdes que ocorrem no processo de falcizagdo alteram as trocas

idnicas, afetam a permeabilidade celular e como conseqii€ncia, surgem lesdes de
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membrana, contribuindo para a diminuigdo do tempo de vida dessas células. As
alteragdes nas trocas ibnicas, tais como a perda de fon potassio (k*), contribuem para a
desidratag¢do celular (BALLAS & MOHANDAS, 1996). A perda de elasticidade da
célula esta associada ao aumento da concentragdo de HbS intracelular, resultando no
aumento da viscosidade no citosol, a polimerizagdo da HbS e rigidez da membrana

(FABRY & KAUL, 1991).
1.3 - HEMOGLOBINA C

A hemoglobina C ¢ resultante da mutag¢fo pontual no sexto codon do gene da
globina beta onde ocorre a substituicdo da guanina (G) por adenina (A), levando a
substituicio do acido glutdmico por lisina na cadeia polipeptidica beta. A
hemoglobinopatié SC cursa com anemia, retinopatia e alteragGes renais, apesar dos seus
portadores possuirem uma clinica mais favoravel que aqueles com anemia falciforme

(BOEHM et a.l, 1985; STEINBERG, 2001).
1.4 - A DOENCA FALCIFORME

O termo doenga falciforme (DF) € utilizado para aquelas hemoglobinopatias que
apresentam a hemoglobina S em homozigose ou em heterozigose dupla com outros
tipos de hemoglobinas variantes ou de sintese como nas hemoglobinopatias SC e Sp
talassemia. A doenca falciforme esta associada a um niimero elevado de manifestagdes
clinicas, como crises dolorosas, acidente vascular cerebral (AVC), sindrome toracica
aguda, anemia e infecgdes (KATO et al., 2007). As complicagdes clinicas mais comuns

na DF incluem anemia hemolitica que pode ter intensidade de moderada a grave,
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episddios de vaso-oclusdo, risco permanente de infecgdes devido a auto-esplenectomia,
acidente vascular cerebral (AVC), priapismo, retinopatia € uma série de altera¢cdes em
multipos o6rgdos (KATO et al., 2007; SONATI & COSTA, 2008).

A anemia falciforme (AF) se caracteriza pela presenga em homozigose da
hemoglobina S e estd associada a um quadro clinico heterogéneo, variando desde a
presenga de anemia hemolitica grave a ocorréncia de crises dolorosas, resultando em
fendmenos vaso-oclusivos. A anemia falciforme possui morbimortalidade elevada,
principalmente decorrente de infecgdes associadas, sendo necessario o desenvolvimento
de estudos que possam vir a estabelecer marcadores de prognéstico para os quadros

clinicos mais graves da doeng¢a (STEINBERG, 2001).
1.4.1 - Manifestacgdes clinicas na doenca falciforme

As manifestagdes clinicas apresentadas por individuo com doenga falciforme
possuem variabilidade interpessoal, sendo influenciadas por fatores ambientais e socio-
econdmicos. Os pacientes com doenga falciforme apresentam manifestagbes clinicas
caracterizadas como agudas e cronicas que estfio presentes nos diversos periodos de
vida, conferindo morbidade varidvel (BRASIL, 2008). Os principais eventos agudos
presentes em criangas com doenga falciforme nos primeiros dez anos de vida sédo
anemia hemolitica, crises vaso-oclusivas e dolorosas, infecgdes, seqiiestro esplénico
(SE), sindrome toracica aguda (STA) e acidente vascular cerebral (AVC), que sdo os
maiores responsaveis por internagdes hospitalares entre os pacientes (POWARS et al,,
2005).

A sindrome toricica aguda (STA) é caracterizada pela presenga de infiltrado

recente ou sinais de consolidagdo pulmonar associados usualmente a febre, dor toricica
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e ou tosse (GASTON et al., 1986). Trata-se de complicagdo freqiiente na doenga
falciforme, acometendo principalmente pacientes com formas mais graves da doenga
(GASTON et al., 1986; STEINBERG et al., 2001), sendo uma das causas principais de
hospitalizagdo. O termo STA ¢ aplicado na clinica pela impossibilidade de distinguir
etiologia relacionada & oclusdo vascular e infecgdo, embora outras etiologias estejam
envolvidas, possuindo apresentacio clinica diversa. Em crian¢as predomina a infecgéo e
em adultos o infarto embora possam ocorrer de forma simultinea e concorrente
(VICHISKY et al., 2000).

O SE € a segunda causa de Obito em criangas com doenga falciforme,
principalmente nos primeiros cinco anos de vida, devendo ser reconhecido e tratado de
forma precoce. Entretanto, criancas mais velhas e adultos portadores de
hemoglobinopatias SC e SP talassemia, podem ser acometidos devido a persisténcia da
esplenomegalia (STEINBERG et al., 2001; NIH, 2002; TAYLOR et al., 2004,
CEHMOB-MG, 2005). A etiologia do SE ¢é desconhecida, embora exista forte
associagdo com infec¢do. Caracteriza-se clinicamente pelo aumento subito do bago,
diminuig¢do da hemoglobina, reticulocitose, piora da palidez e plaquetopenia (variavel),
podendo ocorrer insuficiéncia cardiaca e choque hipovolémico. E um quadro que deve
ser reconhecido e tratado de imediato, sendo responsavel por 13% dos dbitos em
pacientes com a doenga falciforme menores que 20 anos (POWARS et al., 2005).

As alteragdes cardiacas em portadores de doenga falciforme estdo associadas a
concentragdo diminuida de hemoglobina e sdo comumente alteragcdes das fungdes
cistolica e distélica (COVITZ et al, 1995). Embora em menor ocorréncia, o seqiiestro
hepatico agudo pode ocorrer em pacientes com doenga falciforme, sendo caracterizado

pela presenca de hepatomegalia, hiperbilirrubinemia, piora da anemia e reticulocitose.
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Normalmente n@io costuma ocorrer colapso cardiovascular devido a distensibilidade
hepatica limitada (DOVER et al., 1988; TAYLOR et al., 2004).

O AVC ¢ a complicagio que apresenta conseqiiéncias devastadoras em pacientes
com anemia falciforme, deixando seqiielas debilitantes. Atualmente sabe-se que ha
comprometimento dos grandes vasos, notadamente da artéria carotida interna, cerebral
média e cerebral anterior. Esta complicagdo ocorre em 11% dos pacientes com anemia
falciforme até a idade dos 20 anos (ADAMS, 2005), sendo raro em pacientes com a
doenga falciforme. Os episédios isquémicos sdo mais freqiientes em criangas € as
hemorragias dos 20-29 anos de idade (OHENE-FREMPONG, 1998).

Os fendmenos vaso-oclusivos e dolorosos constituem os principais eventos
clinicos da doenga falciforme, sendo decorrentes da oclusdo microvascular resultante de
fatores multiplos associados a participagio de diferentes tipos celulares diferentes. A
taxa de polimerizéc;ﬁo da HbS tem sido destacada como fator principal associado a
adesdo e desidratagdo dos eritrocitos e consequentemente, ao desenvolvimento de
eventos vaso-oclusivos (KAUL et al., 1989; KAUL & HEBBEL, 2000; TURHAN et
al, 2002 — referéncia tese Fabio). A oclusdo microvascular pode levar a necrose tecidual
¢ a agdo de mediadores infamatorios desencadeando a resposta dolorosa (BALLAS,
2002). As crises vaso-oclusivas, com freqiiéncia sfo associadas a episodios febris e
podem estar ou ndo relacionadas aos processos infecciosos (PLATT ef al.,1994).

As infecgdes sdo as principais causas de 6bito em pacientes com AF, sendo que
varios estudos sugerem que a susceptibilidade elevada as infecgbes apresentadas por
individuos com doenga falciforme deve-se a alteragdes no sistema imunolégico € a
asplenia funcional. Dentre as infec¢des mais comuns estio aquelas causadas por
microorganismos encapsulados como o Streptococcus pneumoniae. A avaliagdo

neonatal adequada possibilita o diagnostico dessa patologia precocemente e permite a



28

utilizagdo de medidas profilaticas como a antibioticoterapia e esquemas de vacinagio,
visando prevenir os tipos mais comuns de infec¢do (STEINBERG, 2001; COSTA et al.,
2005; METHA et al., 2006).

A diminui¢io acentuada do fluxo sanguineo e o empilhamento de hemacias
falcizadas no corpo cavernoso levam a ocorréncia de priapismo, uma manifesta¢io
clinica que pode ocorrer de forma rapida ou prolongada. Nos casos de eventos
prolongados, além da hidratagdo e da analgesia, pode ser necessaria a intervengéo
cirurgica (STUART & NAGEL, 2004). Alguns estudos sugerem que a origem desse
fendmeno pode estar relacionada a mecanismo moleculares que envolvem a
participagdo da guanilato ciclase ¢ de uma fosfodiesterase do tipo 5SA (BURNETT,
2003; CHAMPION et al., 2005).

Os individuos com doen¢a falciforme que apresentam o gendtipo SS
freqiientemente desenvolvem tlceras de pernas que sdo de cicatrizagdo longa, e que
geralmente sdo decorrentes de lesdes traumaticas (SERJEANT et al., 2005). Condig¢des
clinicas como tlcera de perna e retinopatia foram associadas a um risco maior para a
ocorréncia de lesdes a orgdos e obito precoce (POWARS et al., 2005).

A colelitiase ¢ uma conseqiiéncia do metabolismo acelerado de bilirrubina
tipicamente observado nas anemias hemolitica, como € o caso da doenga falciforme. A
litiase biliar pode ser observada na primeira década de vida, sendo que a maioria dos
adultos sio afetados € o método diagnoéstico preferencial é a ultrasonografia
(STEINBERG, 2001).

A redugfo da capacidade fisica em individuos adultos e pediatricos com anemia
falciforme esta associada a gravidade da anemia. Os exames cardiacos geralmente estdo
alterados, sendo que o coragdo pode apresentar dilatagdo, hiperatividade, sopro sistélico,

com o encontro freqiiente de contragio prematura. O eletrocardiograma de individuos
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com anemia falciforme, geralmente ndo apresentam anormalidades especificas e
mostram sinais de hipertrofia ventricular (STEINBERG, 2001).

A terapia transfusional na doenga falciforme tem a fungdo de restaurar os niveis
de hemoglobina quando estes estio muito baixos, como acontece durante um seqiiestro
esplénico; reduzir os niveis de Hb S e conseqiientemente, prevenir complica¢des vaso-
oclusivas graves como o0 AVC (STEINBERG, 2001).

Outras condig¢des parecem contribuir para a ocorréncia de manifestagdes clinicas
na anemia falciforme, tais como a adesdo de hemacias falcizadas e leucocitos ao
endotélio vascular; a expressdo de moléculas de adesdo (VCAM, ICAM); alteragbes na
concentracéo de hemoglobina total ¢ HbF; o aumento do nimero de leucécitos; ativagio
de mon(')citqs e expressdo de proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas (WANG
& LUKENS, 1999; OHENE-FREMPONG & STEINBERG, 2001; CANALLI et al,
2004, CONRAN et al., 2004; STUART & NAGEL, 2004), concluindo-se que o
portador de anemia falciforme apresenta estado pro-inflamatério constante (HEBBEL &

VERCELLOTI, 1997; KUTLAR, 2005; REDDING-LALLINGER & KNOLL, 2006).
1.4.2 — Fatores moduladores da doenca falciforme

As manifestagdes clinicas observadas na doenga falciforme podem ser
influenciadas por diversos fatores, sendo que niveis elevados de HbF tém sido
considerados importantes para a evolugdo clinica menos grave, fato que tem levado a
aplicagdo de terapias que visam o aumento da Hb F. Costa (2004) demonstraram que
existe associagdo entre niveis aumentados de Hb F e diminui¢do nas crises algicas,
necessidades de transfusGes sanguineas e internagdes. Algumas terapias utilizam

agentes citotoxicos (hidroxiuréia e 5-azacitidina); fatores de crescimento hematopoético
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(eritropoetina) e 4cidos graxos de cadeia curta (butirato e derivados), uma vez que
podem estimular a sintese de HbF (CHARACHE er al, 1995; STEINBERG &
RODGERS, 2001; STUART & NAGEL, 2004).

Os haplétipos ligados grupo de genes da globina B° também tém sido descrito
por exercerem influéncia no curso clinico dos pacientes com anemia falciforme. O
haplotipo Ben esta associado a niveis intermediarios de HbF e gravidade moderada da
doenga; o CAR a niveis diminuidos de HbF e quadro clinico mais grave, o Sen e Saudi
a niveis elevados de HbF e curso clinico menos grave da doengca (NAGEL,1984;
POWARS, 1991; RAHGOZAR etﬁl., 2000). No Brasil, os haplotipos ligados a gene da
globina B° possuem distribuigdo heterogénea, havendo vérios estudos relacionados ao
tema (ANTONARAKIS et al, 1984; ZAGO et al.,, 1992; COSTA et al., 1994
GONCALVES, 1994; ADORNO et al., 2005; LYRA et al., 2005).

Estudos recentes t€ém sugerindo possiveis candidatos a fatores moduladores da
clinica na doenga falciforme. Esses novos candidatos sdo os mediadores inflamatorios, o
stress oxidativo, o 6xido nitrico (NO), a vaso-regulacdo, a interagdo célula-célula, a
coagulagdo sanguinea, fatores de crescimento, citocinas, receptores e elementos
transcricionais (STEINBERG, 2005).

Novos marcadores tém sido associados a modulagio da gravidade clinica na
DF e entre eles destacam-se os niveis séricos de desidrogenase latica (LDH),
comumente associada 8 hemolise (TAYLOR VI et al, 2008) e muta¢cdes em genes
como o da mieloperoxidase (MPO) que tém sido correlacionadas ao aumento da

predisposigdo a infecgdes (COSTA et al., 2005).
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1.4.2.1 - Hemoglobina fetal

A Hb F é um dos moduladores mais conhecidos do quadro clinico na doenga
falciforme, sendo que niveis elevados da Hb F sdo associados a uma clinica menos
grave com redugfio de transfusdes, crises dolorosas, hospitalizagio e mortalidade em
criangas e adultos. A formagdo de um hibrido (02B2y) com as cadeias polipeptidicas da
Hb S ¢ a maneira pela qual a Hb F atua inibindo a polimerizagdo da Hb S (STUART &
NAGEL, 2004). Diversas estratégias vém sendo desenvolvidas com o objetivo de elevar

os niveis da Hb F, melhorando dessa maneira a qualidade de vida dos portadores de DF.
1.4.2.2 - Leucdécitos

A impoﬁﬁncia da participagdo dos leucocitos na fisiopatologia da doenga
falciforme esta cada vez mais clara, sendo a contagem elevada de leucécitos associada a
uma gravidade maior da doenga, STA e infartos cerebrais silenciosos (ASLAN &
FREEMAN, 2007). Dados experimentais revelam o papel importante dos leucdcitos nos
eventos vaso-oclusivos da doenga falciforme evidenciando a interagdo dos mesmos com
os eritrocitos e endotélio vascular (TURHAN et al., 2002).

As crises vaso-oclusivas recorrentes nos individuos com doenca falciforme,
assim como a isquemia tecidual, levam a resposta inflamatoria constante, sendo que
uma caracteristica importante da inflamagfio ¢ a migragdo dos leucdcitos da circulagéo
através do endotélio para as areas onde houve o dano tecidual (HEBBEL et al., 2004). O
processo que envolve a migragiio dos leucécitos circulantes para o endotélio vascular é
mediado por citocinas pré-inflamatdrias, como a interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8 e fator

de necrose tumoral-a (TNF-a), secretadas por macr6fagos presentes nos tecidos e que
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estdo elevadas em individuos com DF (FRANCIS & HAYWOOD, 1992; MICHAELS
et al., 1998; MAKIS et al., 2000; AKOHOUE et al., 2007).

As alteragdes no sistema imune que envolvem deficiéncias na via alternativa do
complemento, bem como alteragdes na fungdo de leucécitos podem contribuir para a
ocorréncia de infecgdes freqiientemente descritas nesses pacientes (WANG &

LUKENS, 1999; OHENE-FREMPONG & STEINBERG, 2001).

1.5 - MIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima lisossomal presente em neutréfilos e
mondcitos e tem papel importante no sistema de defesa do organismo, atribuido
principalmente a presenga de atividade microbicida elevada (COSTA et al.,, 2005). A
deficiéncia da MPO esta associada a ocorréncia elevada de processos inflamatdrios
cronicos e graves (LONDON, 1997). O polimorfismo G -463A ¢ caracterizado pela
substitui¢do de guanina por adenina na posi¢do - 463 na regido promotora do gene da
MPO e foi demonstrada a redugfo significativa na transcri¢gdo génica da MPO quando
associada a esse polimorfismo.

As infecgdes estdo entre as causas mais comuns de internagdo entre pacientes com
anemia falciforme, com destaque para as pneumonias, infecgdes urindrias, infecgdes do
trato respiratorio superior, osteomielite e septicemia (PLATT et al., 1994). COSTA e
col. (2005) relataram associagdo entre o polimorfismo G-463A no gene da MPO e a
historia de uma ou mais infec¢des bacterianas graves, sugerindo que o alelo G-463A
pode estar associado a susceptibilidade elevada a infec¢Ges em individuos com anemia

falciforme.
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1.6 — METABOLISMO DOS LIPIDIOS

Alteragdes no metabolismo dos lipidios, como hiperlipidemia, hipertensdo e
obesidade tém sido associadas ao aumento do estresse oxidativo e da produgio de
radicais livres de oxigénio (KUMAR et al., 2008). Uma vez que individuos com doenga
falciforme tém um aumento no estresse oxidativo ¢ uma maior produgdo de radicais
livres, espera-se que nesses individuos ocorra um aumento do dano 3 membrana
eritrocitaria (KUYPERS, 2007).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a lipoproteina de alta densidade
(HDL) exercem fungSes importantes no metabolismo do colesterol. A HDL é uma
lipoproteina aceptora no processo de transporte reverso do colesterol dos tecidos
periféricos ao figado, sendo eliminada pela via biliar (DUONG et al., 2006). Outra
fungdo importanté do colesterol HDL ¢ a atividade anti-aterogénica marcante, além de
atuar inibindo a quimiotaxia de monocitos, a adesdo leucocitaria ao endotélio, a ativagio
do complemento, apresentando por essas e outras fungBes caracteristicas
antiinflamatorias, antioxidante, anticoagulante e pro-fibrinolitica. O colesterol HDL
exerce papel importante também no endotélio vascular, interferindo na interagdo entre
mondcitos € moléculas de adesdio expressas pelo endotélio, como a VCAM-1, ICAM-1
e Selectina-E (NOFER et al., 2002).

TAYLOR & BAMGBOYE (1979) relacionaram a presengca da doenga
falciforme com niveis diminuidos de colesterol tanto em homens, quanto em mulheres.
RAHIMI e col. (2006) investigaram os niveis de colesterol total, colesterol HDL,
triglicerideos e colesterol LDL em individuos com doenga falciforme associando o
estresse hemolitico a redugdo dos niveis plasmaticos de lipidios em portadores de AF

quando comparados a individuos de um grupo controle.
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1.7 - UREIA E CREATININA

A uréia € produzida no figado ou € resultante da quebra de bases nitrogenadas
pirimidinicas € a sua concentragdo na urina reflete o metabolismo protéico do
organismo, sendo que possibilita a avaliagdo de altera¢Bes precoces na fungdo renal. A
creatinina, por sua vez, ¢ resultante do metabolismo muscular ¢ a quantidade de
creatinina que um individuo excreta por dia é constante ¢ diretamente proporcional a
massa muscular, razdo pela qual a sua avaliagdo possibilita medir o indice de filtrag¢do
glomerular. A concentragfio sérica da creatinina aumenta na medida em que se reduz a
taxa de filtragdo glomerular (KOOLMAN & ROEHM, 2005).

O processo de falcizag@io dos eritrocitos em varias partes do organismo dos
individuos com DF pode levar a processos isquémicos agudos ou crénicos e
conseqﬁentemenfe a uma lesdio progressiva do orgdo. A hematiria, proteiniria, necrose
papilar renal e perda da fungdo renal sdo observados em pacientes com DF (ALEEM,

2008).
1.8 - ENZIMAS HEPATICAS

As enzimas hepaticas, embora ndo sejam Orgdo especificas, estdo
freqlientemente aumentadas na presen¢a de dano hepatico. Alteragdes hepaticas sdo
observadas na DF, principalmente em individuos com AF e podem ser agudas ou
cronicas. Alteragcdes vasculares secundarias a falcizagdo podem levar a alteragdes

hepaticas secundarias (TRAINA & SAAD, 2007).
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KOLITA e colaboradores (2005), em estudo realizado em individuos com DF
em estado estavel observaram a elevagio minima das transaminases, independente de

género ou idade.
1.9 - BILIRRUBINA TOTAL E FRACOES E PROTEINAS TOTAIS E FRACOES

Milhares de eritrocitos senis sdo destruidos, por hora, no organismo humano e
este processo se inicia no sistema monocitico fagocitario do figado, bago e medula
Ossea. A degradagdo da hemoglobina leva a liberagdo da parte protéica (globina) e do
grupo prostético heme. O processo de degradagdo do heme leva, através de uma série de
reagdes de oxi-reducdo, a produgéo de bilirrubina. O aumento do nivel de bilirrubina
pode ser decorrente do aumento da degradagio dos eritrocitos (hemolise) e dano
hepatocelular O(OOLMAN & ROEHM, 2005).

As proteinas plasmaticas constituem a parte mais importante dos constituintes
soluveis do sangue, sendo a albumina a mais freqiiente destas proteinas, com papel na
manutengdo da osmolalidade e transporte de uma série de substincias como bilirrubinas,
vitaminas, horménios esteréides e algumas drogas. As globulinas por sua vez sio
divididas em a,, a;, B e y e participam do transporte de lipidios, hormdnios, vitaminas e
ions metalicos. As proteinas plasmaticas, em sua grande maioria, apresentam produgdo
hepatica. Doengas que levam a um dano nos 6rgdos envolvidos na sintese de proteinas
podem levar a alteragdes nas concentracdes séricas das mesmas (KOOLMAN &

ROEHM, 2005).



36

1.10 - DESIDROGENASE LATICA (LDH)

A forma ativa da LDH ¢ tetramérica, sendo cada cadeia formada por 334
aminoéacidos. Existem dois tipos diferentes de subunidades — M e H - da LDH e essas
subunidades se associam formando cinco tipos de isoenzimas que s3o encontradas no
organismo. Quando 6rgdos s@o lesados, enzimas intracelulares séo liberadas no sangue ¢
a avaliagdo das isoenzimas e das dosagens das mesmas possibilitam identificar a origem
da lesdo, sendo que o figado e os musculos esqueléticos produzem subunidades M da
LDH, enquanto que o cérebro € o musculo cardiaco produzem subunidade H
(KOOLMAN & ROEHM, 2005).

Niveis elevados de LDH t€m sido associados a hipertensdo pulmonar que é uma
das complicagbes grave da doenca falciforme e de outras anemias hemoliticas
adquiridas ou hereditérias, sendo também considerado marcador de hemolise

intravascular (KATO et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A Organizagdo Mundial de Saide (MODELL & DARLISON, 2008) estima que
aproximadamente 5,2 % da populagio mundial é composta por portadores de
hemoglobinas variantes, sendo a Hb S a mais comum entre elas. No Brasil,
aproximadamente 2 milhdes de individuos sdo portadores de hemoglobina S, sendo
8.000 portadores de anemia falciforme, estimando-se 700 a 1000 casos novos por ano
(BRASIL, 2002). A doenga falciforme apresenta prevaléncia elevada na Bahia onde
nasce um portador de doenga falciforme a cada 645 partos (SILVA et al., 2006).

A variabilidade fenotipica da doenga falciforme vem sendo associada a presenga
de fatores moduladores da clinica como os haplétipos ligados ao grupo de genes da
globina B e os niveis de HbF (NAGEL & STEINBERG, 2001). Novas moléculas vém
sendo investigadas como possiveis moduladores clinicos da DF, entre elas destaca-se a
LDH que é associada a um quadro de hiper-hemolise, complicagdes vasculares e
mortalidade em individuos com AF (TAYLOR VI et al., 2008).

O colesterol HDL desempenha diversas func¢des, estando envolvido com o
transporte reverso do colesterol e apresentando caracteristicas antiaterogénicas,
antiagregantes, antiinflamatodria e atua inibindo a quimiotaxia e a adesdo de leucdcitos
ao endotélio vascular (NOFER et al., 2002).

Desta maneira, a investiga¢do de biomarcadores em individuos com DF visa o
encontro de moléculas que possam estar associadas & modulagdo do quadro clinico
desses individuos e que fornecam bases novas para o acompanhamento € o
entendimento da diversidade clinica da doenca.

Assim, o presente estudo podera trazer dados relevantes sobre a caracterizagdo

bioquimica da populagdo estudada, adicionando informagdes uteis a0 acompanhamento
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de individuos com doenga falciforme. Ressaltamos também que a investiga¢do desses
biomarcadores pode direcionar o entendimento da fisiopatologia de certas
manifestagdes clinicas importantes na DF, como as crises vaso-oclusivas, o processo

inflamatorio cronico e as alteragdes cardiacas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

= Investigar biomarcadores que possam estar relacionados com a modulagio do

quadro clinico em pacientes pediatricos com doenga falciforme.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Investigar moduladores classicos da doenga falciforme como hemoglobina fetal,
leucocitos e reticulocitos e verificar possiveis associagdes com achados
laboratoriais;

= Avaliar marcadores de fungio hepdtica e associa-los a possiveis alteragdes no
processo de vaso-oclusdo e inflamag3o;

= Avaliar marcadores de fungfo renal em individuos com doenga falciforme;

® Avaliar marcadores relacionados com hemolise (bilirrubina total e fragdes e
LDH) e verificar possiveis associagdes com o curso clinico da doenga;

= Avaliar o perfil lipidico de portadores de doenga falciforme em idade pediatrica
buscando encontrar biomarcadores que auxiliem no progndstico da doenga;

= Avaliar marcadores inflamatérios e infecciosos (PCRe, A1AT e ASLO) e
investigar associagdes aos achados clinicos e laboratoriais;

= Investigar a freqii€ncia da mutagdo -463G da MPO nos individuos com doenga
falciforme, correlacionando a sua presenca aos dados hematoldgicos,

bioquimicos e clinicos.
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A figura abaixo se refere a representagdo esquematica do delineamento do desenho

do estudo.

Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia da Bahia (HEMOBA)

Faculdade de Farmacia - UFBA

y y

PACIENTES CONTROLES
Criangas (0 — 17 anos) com doenga Criangas (0 — 17 anos) sadias
falciforme em estado estivel da
doenga
Coleta de > Entrevista e assinatura do TCLE
dados dos
prontuarios
Coleta de sangue periférico
Centro de pesquisas Gongalo Moniz Facitldade de Farmdoia - UFBA
FIOCRUZ
]
4 K
: Confirm
Extragdo do DNA dos Leucécitos d(énpe rﬁﬁ‘? Andlises
hemoglobina Hematolégicas
(HPLC) € Bioquimicas
Anélise Molecular
y
PCR RFLP:

Mieloperoxidase

Anilises Estatisticas: SPSS versdo 10 e Epi INFO 6.04

Figura 04 — Representago esquemética do delineamento do desenho do estudo.
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4.1 - CASUISTICA

O presente trabalho consistiu em um estudo de corte transversal, composto por
uma casuistica de 152 individuos com doencga falciforme. Foi também realizado um
estudo caso-controle, visando avaliar caracteristicas bioquimicas ¢ hematologicas dos
pacientes frente a individuos normais. O grupo controle foi formado por 132 individuos
saudaveis pareados por idade, mantendo-se um desvio padrio de + 4 anos.

Os pacientes encontravam-se em estado estdvel da doenga, e sendo
acompanhados regularmente no ambulatério de Hematologia da Fundagdo de
Hematologia e Hemoterapia da Bahia —- HEMOBA/SESAB. O estudo foi desenvolvido
durante o periodo de margo a dezembro de 2007, sendo que responsaveis legais
concordaram com a participagdo dos menores através da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE — apéndice I). Foram excluidos do estudo
individuos cujo perfil de hemoglobinas ndo foi confirmado, nos casos de recusa por
parte do responsavel em assinar o TCLE e, quando havia infec¢do pelos virus HTLV 1 e
2, hepatite B e C e HIV.

Os individuos saudaveis que constituiram o grupo controle foram selecionados
no Laboratério de Analises Clinicas (LAC) /Faculdade de Farmacia (FAR) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) no periodo de abril a setembro de 2008, cuja
ida ao laboratério tinha como objetivo a avaliagdo de rotina. Neste grupo foram
incluidos 132 individuos saudaveis com perfil de hemoglobina AA, com autorizagéo do
responsavel legal através da assinatura do TCLE.

As amostras de sangue coletadas foram encaminhadas para o LAC-FAR onde
foram realizadas as determinagfes hematoldgicas e bioquimicas e para o Laboratério de

Pesquisa em anemias (LPA) para a confirmacgiio do perfil de hemoglobinas. O sangue
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foi processado e encaminhado ao laboratério de Patologia e Biologia Molecular
(LPBM) /Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) — FIOCRUZ - Bahia onde
foram realizadas as analises moleculares.

Foi utilizada a calculadora estatistica (ESTATCAL) do EPI INFO versdo 6.04
para obter o numero minimo de individuos necessdrios para a investiga¢do do
polimorfismo G453A da MPO, com intervalo de confian¢a (IC) de 95% e poder de
associacgdo de 90%. O célculo revelou que o estudo seria consistente se a investigagdo
fosse realizada em 86 portadores de anemia falciforme, sendo este nimero calculado

com base na freqii€ncia dos polimorfismos ja descritos em literatura.
4.2 - COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE.

Foram coietados 5 mL de sangue venoso em anticoagulante (EDTA — &cido
etileno de aminotetracetico di-s6dico), na concentragdo de 1,5 mg/mL (DACIE &
LEWIS, 1984) para as determinagSes hematolégicas e de perfil de hemoglobinas.
Também foram coletados 5 mL de sangue venoso sem aditivos para a obtengio do soro
destinado as andlises bioquimicas. No momento da coleta do sangue foram
confeccionadas trés ldminas de esfregaco sanguineo para a analise morfologica das

células sanguineas.

4.3- ANALISES HEMATOLOGICAS E DE HEMOGLOBINAS

As determinagdes hematoldgicas foram realizadas pelo método automatizado
utilizando o ABX Pentra 80 (HORIBA DIAGNOSTICS, Montpellier, FR), além da

avaliagdo morfologica do esfregago sanguineo corados com Wright. A contagem de
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reticuldcitos foi realizada pelo método indireto, utilizando o corante supravital azul de
cresil brilhante (DACIE & LEWIS, 1984).

O perfil de hemoglobinas foi confirmado por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) no equipamento automatizado Bio-Rad VARIANT I (BIO-RAD,

CA, USA).

4.4 - ANALISES BIOQUIMICAS

As andlises bioquimicas incluiram a determinago do perfil lipidico (colesterol
total e frages e triglicerideos), dosagem de proteinas totais e fragdes, bilirrubinas totais
¢ fragOes, desidrogenase latica (LDH), transaminases (ALT e AST), perfil renal (uréia e
creatinina) e ferro, sendo estas realizadas pelo método automatizado utilizando o A25
(BIOSYSTEMS SA, Barcelona, Spain). A dosagem de ferritina foi realizada no Access
2 (BECKMAN COULTER Inc, CA, USA) ¢ as determinagdes de proteina C reativa,
alfa 1 antitripsina, e Antiestreptolisina O (ASLO) foram realizadas no Immage

(BECKMAN COULTER Inc, CA, USA).

4.5 - ANALISE MOLECULAR

O DNA genomico foi extraido em 200 pl de sangue periférico, utilizando-se o
Kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification KIT (Amersham Pharmacia Biotech),
seguindo-se as recomendagdes do fabricante. A concentracio do DNA foi avaliada
utilizando o NanoDrop ND-1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE, De Meem, The

Netherlands).
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A andlise molecular foi realizada pela técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), através do estudo do DNA extraido de
leucdcitos utilizando-se seqii€ncia de oligonucleotideos sintéticos (primers) especificos

para os genes a serem estudados.

4.5.1 - Determinag¢io da mutagiio — 463 G no gene da Mieloperoxidase (MPO)

A pesquisa do polimorfismo -463G no gene da MPO foi realizada pela técnica
de PCR RFLP e corte com a enzima de restrigdo Aci I A analise dos fragmentos foi
realizada através de corrida eletroforética em gel de agarose a 2%, com as amostras
coradas pelo azul de bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%) em tampao
TAE 1X (Tris—Acetato 0,04M, EDTA 0,001M). O gel foi corado pelo brometo de etidio

(0,002%) e visualizado sob luz ultra-violeta.

4.6 - DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram coletados através de questionario (apéndice II) aplicados
ao responsavel pelo menor, sendo estes referentes a caracteristicas demograficas do
individuo (idade e género), informagdes sociais (nimero de irmdos, escolaridade,
parentes € amigos que mantém contato) e informagdes referentes a satude (diagndstico
de doenga falciforme, interna¢des, calendario vacinal, cirurgias, etc). Informagdes
adicionais referentes a historia clinica dos pacientes foram obtidas dos prontuarios de

acompanhamento no ambulatério de Hematologia da Fundagio HEMOBA.
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4.7 - ANALISE ESTATISTICA

A andlise de normalidade da distribuigdo das variaveis foi realizada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A partir desta informagéo foram utilizados os testes paramétrico
ANOVA ou nédo-paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo os resultados confirmados pelo

pos-teste de Bonfferoni.

A andlise de varidveis qualitativas ou categéricas de trés ou mais grupos foi
realizada pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (), devidamente corrigido pelos
testes de Mantel-Haenszel e Yates. Na andlise de valores inferiores a 4, as analises
foram realizadas pelo teste exato de Fisher. Os intervalos de confianca em 95% e a
razéo de prevaléncia foram calculados para essas varidveis. As analises de correlagdo
serdo realizadas utilizando os coeficientes de Pearson’s para os dados de distribui¢do

continua e os coeficientes de Kendall's tau-b e Spearman para os dados categorizados.

Os testes de Mann-Whitney teste T independente foram utilizados para a analise
de duas variaveis numéricas, na comparagdo de dois grupos de valores dentro de uma
mesma variavel, levando-se em consideracdo a distribui¢do de cada variavel. As andlise
multivariadas foram realizadas tendo como base os valores do teste F avaliando os
niveis de confianga para os testes de Pillai’s Trace, Wilkis’ Lambda, Hotelling’s Trce e
Roy’s Largest Root, ap6s a criagdio de modelos apresentando variaveis dependentes
associadas a clinica dos pacientes e variaveis independentes caracterizadas como fatores
de risco, estabelecidas por um processo de criagdo de variaveis categoricas multiplas. A
analise de regressdo linear foi realizada tendo como base o valor de F e os niveis de
significancia para o teste de hipoteses nulas. As anélises estatisticas foram realizadas
utilizando os programas EPI INFO versdo 6.04, SPSS versdo 10.0 e o GraphPad. Os

valores de p<0,05 foram considerados significativos para as analises realizadas.
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5. RESULTADOS

Foram investigados 152 individuos com doenga falciforme com idade de 0-17 anos
e média 9,2 (+ 4,0) anos, sendo 82 (53,9%) do sexo masculino e 70 (46,1%) do
feminino. A investigagio do perfil de hemoglobinas para esse grupo revelou que
103/152 (67,80%) pacientes apresentavam o perfil SS, 48/152 (31,50%) o SC e 01
(0,70%) o SD. Perguntados sobre a idade do diagndstico da doenga falciforme, 70/122
(58,2%) responsaveis afirmaram que o diagndstico da crianga foi realizado entre 06
meses € 4 anos, em 30/122 (24,2%) o diagnostico foi realizado antes dos 06 meses de
vida; em 19 (15,6%) entre cinco e nove anos € 02 (1,6%) entre 10 e 14 anos.

O grupo controle foi composto por 132 individuos pareados por idade com os
pacientes, idade média de 8,7 (£3,2) anos, sendo 68 (51,5%) do sexo masculino ¢ 64
(48,5%) do feminino. Todos os individuos do grupo controle tiveram o perfil de
hemoglobinas AA confirmados por HPLC.

Os dados hematologicos, bioquimicos e o perfil de hemoglobinas dos pacientes
e controles sdo mostrados na tabela 01. Quando comparados aos controles, os pacientes
apresentaram valores hematoldgicos (Hm, Hb, Ht) diminuidos, sendo a diferenca
estatisticamente significativa. A média de leucécitos e plaquetas e os niveis de ferritina
e ferro sérico foram maiores nos pacientes.

A avaliagéo do perfil lipidico dos individuos com doenga falciforme demonstrou
niveis de colesterol total, HDL-c e LDL-c menores que no grupo controle; o VLDL-c
por sua vez encontrava-se mais elevados nos pacientes. O nivel médio de triglicerideos

nos pacientes foi de 102,07 (+ 46,86), enquanto que nos controles a média foi de 88,31

(£ 51,73) (p=0,002).
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A avaliagdo das transaminases hepaticas revelou que os pacientes apresentaram
niveis mais elevados de ALT quando comparados aos controles (p=0,000). Os pacientes
com doenga falciforme apresentaram niveis mais elevados de bilirrubina total e fragdes,
sendo essa diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Os niveis de LDH e A1AT
foram significativamente maiores nos pacientes (p=0,000 e p=0,013, respectivamente).

Nao foram observadas diferengas entre os niveis séricos de proteinas totais e

fragdes e contagem de segmentados, entre os grupos.

5.1 - CARACTERISTICAS DOS PACIENTES E CONTROLES.

A tabela 01 apresenta a caracterizagdo do pacientes e controles quanto a idade,
género, perfil de hemoglobinas, determinagdes hematologicas e bioquimicas

comparando-os entre si.



Tabela 01 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com DF e controles.
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Pacientes Controles
Caracteristicas N Média + N Média + p**
Desvio-padrao Desvio-padréo
Idade (anos) 152 92+40 132 87+32 o
Sexo
Masculino 82 53,9 68545 ---
Feminino 70 46,1* 64 485 ---
Hemoglobinas
AA - - 132 100,0* e
SS 103: 878" - - G
SC 48  31,5* - - -—
SD 01,071 - - -
Hemoglobina, %
Fetal 152 7,51+6,20 132 0,47 +0,46 0,000
Hemolise
Hemécias, milhdes/mL 152 3,24 +0,97 131 4,74+0,39 0,000
Hemoglobina, g/dL 152 8,93 +2,01 131 12,83+1,03 0,000
Hematécrito, % 152 27,65+6,20 131 38,47 +2,78 0,000
VCM, fL 152 87,44 + 10,85 131 81,37 +5,16 0,000
HCM, pg 152 28,29+3,73 131 27,14 +1,95 0,007
Reticulécitos, % 140 7,61+4,88 122 0,846 + 0,256 0,000
LDH, U/L 151 858,22 + 503,81 119 406,27 + 132,03 0,000
Leucécitos
Leucécitos, /mL 152 13068,42 + 5776,49 131 7027,48 +2179,49 0,000
Segmentados, % 162 46,22 + 12,43 131 44,90+ 11,98 0,143
Monécitos, % 152 6,10+1,87 131 7,04+1,74 0,000
Plaquetas
- Plaquetas/mm® 152 403,93 + 158,66 131 308,21+67,35 0,000
Metabolismo lipidico
Colesterol Total, mg/dL 151 121,12+ 26,16 124 164,08 + 34,55 0,000
Colesterol HDL, mg/dL o1 S5 652134 123 48,90 + 13,67 0,000
Colesterol LDL, mg/dL 151 64,95 +22,19 123 97,41 + 33,54 0,000
Colesterol VLDL, mg/dL 151 20,44 +9,38 123 17,75+ 10,37 0,000
Triglicérides, mg/dL 150 102,07 + 46,86 123 88,31+51,73 0,002
Hemdlise e
comprometimento hepatico
AST, U/L 152 48,05 + 24,92 122 3028+ 1113 0,000
Bilirrubina total, mg/dL 151 2,73+1,76 118 0,49 + 0,21 0,000
Bilirrubina direta, mg/dL 151 0,66 + 0,46 118 0,250 + 0,082 0,000
Bilirrubina indireta, mg/dL 151 2,08+ 1,59 118 0,244 + 0,182 0,000
Hepatico
ALT, U/L 152 28,25 +21,34 121 17,36 +7,10 0,000
Proteinas totais, g/dL 151 7,33+0,848 119 7,31+0,62 0,695
Albumina, g/dL 151 4,07+ 0,675 119 4,24 + 0,49 0,249
Globulina, g/dL 151 3,26 + 0,781 119 3,06 +0,63 0,109
Renal
Uréia, mg/dL 150 17,73 +6,41 120 21,65+5,92 0,000
Creatinina, mg/dL 151 0,51 +0,50 120 0,523 +0,185 0,708
Inflamacéao
Ferro sérico, mcg/dL 126 123,40 + 119,94 119 73,73 +42,41 0,000
Ferritina, ng/mL 152 313,321 361,44 117 37,29 + 28,28 0,000
Proteina C reativa, mg/L 151 7,08 + 11,97 130 4,37 + 20,22 0,000
A1AT, mg/dL 151 152,50 + 46,18 129 137,48 + 43,36 0,013

* percentagem **teste de Mann-Whitney
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5.2 — DADOS CLINICOS

A internagdo foi observada em 117/144 (81,3%) pacientes, sendo a média de
internamento de 1,3 (+0,8). As infec¢Oes respiratérias estavam presentes em 66/119
(55,5%), a pneumonia foi relatada em 77/144 (53,5%) pacientes, sendo que mais de
50% deles referiram ao menos duas pneumonias; dos pacientes que relataram
pneumonia 68/144 (47,2%) faziam uso profilatico de penicilinas.

A esplenomegalia foi relatada em 21/144 (14,7%); a esplenectomia total foi uma
alteragdo relatada em 8/144 (5,6%). As crises vaso-oclusivas dolorosas foram
historiadas em 119/144 (82,1%) pacientes e 0 AVC em 8/144 (5,6%), sendo que destes,
cinco apresentavam seqiielas. Outros achados foram a retinopatia em 2/144 (1,4%),
priaprismo em 5/75 (6,7%), tilcera maleolar em 4/144 (2,8%), STA em 12/144 (8,3%) e
alteragbes (’)sseasvem 9/143 (6,3%). As alteragdes cardiacas foram referidas em 50/144
(34,7%) pacientes e litiase biliar em 8/144 (5,6%).

Entre os eventos clinicos observados no grupo de pacientes, os mais comuns
foram as crises vaso-oclusivas em 119/145 (82,1%), crises dolorosas em 116/145 (80%)

e pneumonia em 77/144 (53,5%) pacientes.

5.3 - HEMOGLOBINA FETAL, RETICULOCITOS E LEUCOCITOS

A tabela 02 correlaciona moduladores classicos, tais como niveis de HbF e
contagem de reticulocitos e leucdcitos e dados hematoldgicos, bioquimicos e
percentagens de hemoglobinas S e fetal nos pacientes com DF.

A concentragdo de HbF apresentou uma correlagdo negativa quando associada a
contagem de eritrocitos, concentragio de hemoglobina, hematdcrito e contagem de

segmentados neutréfilos (p<0,05). A associagdo foi direta quando associada a
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concentragdo de Hb F com VCM, HCM, contagem de reticuldcitos e niveis séricos de
LDH. Nao houve associagdo com diferenca estatistica com as demais determinagdes
bioquimicas, conforme a tabela 2.

A contagem de reticuldcitos apresentou associagdo inversa com a contagem de
eritrécitos, concentragdo de hemoglobina, hematécrito e niveis séricos de colesterol
HDL. Observou-se um correlagdo positiva entre a contagem de reticuldcitos e os indices
hematimétricos (VCM e HCM), LDH, concentragdo de Hb S e Hb F, contagem de
leucocitos, mondcitos e de plaquetas, bilirrubinas totais e fragdes, PCRe e A1AT. Nao
foram observadas correlagdes estatisticamente significativas entre contagem de
reticulécitos e transaminases (ALT e AST), contagem de segmentados neutréfilos,
marcadores de alteragdo renal (uréia e creatinina) e metabolismo de lipidios, exceto para

o colesterol HDL (p=0,046).

O valor absoluto de leucécitos apresentou correlagdo inversa com contagem de

eritrocitos, concentragdo de hemoglobinas, hematdcrito e niveis séricos de colesterol
HDL, sendo essa diferenca estatisticamente significativa. Os leucdcitos
correlacionaram-se de maneira direta com VCM, contagem de reticulécitos, LDH,
concentragdo de Hb S e Hb F, contagem de segmentados neutréfilos, mondcitos e de
plaquetas, niveis séricos de AST, bilirrubinas totais e fragdes, PCRe e A1AT. Néao
foram observadas associagdes estatisticamente significativas entre a contagem de
leucdcitos € a concentragdo de HCM, niveis séricos de ALT, uréia, creatinina, colesterol

total, colesterol LDL, colesterol VLDL e triglicerideos.



Tabela 2 - Dados laboratoriais associados com biomarcadores classicos na doenca falciforme.
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Hemoglobina ) ) .
Reticulécitos, % Leucécitos, /mL
Fetal, %
’. p" rt p“ r* p**

Hemodlise

Hemacias, milhées/mL -0,451 0,000 -0,499 0,000 -0,510 0,000

Hemoglobina, g/dL -0,436 0,000 -0,484 4 0,000 -0,454 % 0,000

Hematocrito, % -0,405 0,000 -0,479 0,000 -0,504 0,000

VCM, FI 0,248 0,015 0,322 0,000 0,1944 0,017

HCM, pg 0,223 0,029 0,297 4 0,000 0,1554 0,056

Reticulécitos, % 0,228 0,030 e - 0,3864 0,000
Hemoglobinas

Hemoglobina S, % 0,132 0,202 0,526 0,000 0,467 0,000

Hemoglobina Fetal, % - ———- 0,228 0,030 0,346 0,001
Leucécitos

Leucécitos, /mL 0,346 0,001 0,3864 0,000 ——-- -

Segmentados, % -0,212 0,038 -0,0694 0,418 0,171% 0,035

Mondcitos, % 0,087 0,397 0,168 0,047 0,202 0,013
Plaquetas

Plaquetas, mil/mm? 0,434 0,000 0,226 0,007 0,291 0,000
Hemodlise e
comprometimento hepatico

LDH, U/L 0,313 0,002 0,446 0,000 0,314 0,000

AST, U/L 0,155 0,131 0,067 % 0,432 0,2094 0,010

Bilirrubina total, mg/dL 0,144 0,163 0,3384 0,000 0,190% 0,020

Bilirrubina direta, mg/dL 0,126 0,220 0,187 0,028 0,196 0,016

Bilirrubina indireta, mg/dL 0,155 0,132 0,419 0,000 0,377 0,000
Hepatico

ALT, U/L -0,023 0,822 0,068 0,422 0,106 0,194

Proteinas totais, g/dL -0,045 0,663 0,049+ 0,564 0,065 0,430

Albumina, g/dL -0,032 0,754 -0,053 0,532 0,124 0,128

Globulina, g/dL -0,018 0,862 0,095+ 0,265 0,0394 0,633

Relagdo Albumina/Globulina 0,018 0,862 -0,083 0,332 0,024 0,774
Renal

Uréia, mg/dL -0,033 0,753 -0,036 0,674 -0,064 0,438

Creatinina, mg/dL -0,081 0,431 -0,199 0,162 -0,132 0,107
Metabolismo lipidico

Colesterol Total, mg/dL 0,098 0,340 -0,0594 0,492 -0,016% 0,849

Colesterol HDL, mg/dL -0,048 0,644 -0,1704 0,046 -0,1984 0,015

Colesterol LDL, mg/dL 0,194 0,058 0,096% 0,259 0,076 0,351

Colesterol VLDL, mg/dL -0,020 0,844 0,083 0,331 0,084 0,305

Triglicérides, mg/dL -0,042 0,685 0,082 0,339 0,081 0,225
Inflamagéo

Ferritina, ng/mL 0,163 0,112 0,257 0,002 0,332 0,000

Ferro sérico, mecg/dL 0,213 0,059 0,300 0,001 0,238 0,007

Anti-estreptolisina O, Ul/mL -0,117 0,256 -0,041 0,632 0,021 0,798

Proteina C reativa, mg/L 0,068 0,510 0,260 0,002 0,436 0,000

A1AT, mg/dL 0,021 0,840 0,192 0,024 0,293 0,000

Coeficiente de correlagédo de Spearman ou Pearson (r) e valor de p (p)
& r = Coeficiente de correlagio de Pearson
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54 - DADOS BIOQUIMICOS E NIVEIS DE COLESTEROL HDL,
TRIGLICERIDEOS E LDH

A analise dos dados revela correlagéio positiva com diferenca estatistica entre niveis
de LDH e concentragio de HCM, VCM, contagem de leucdcitos, segmentados
neutrofilos, plaquetas e reticuldcitos, concentragéio de Hb S e Hb F, niveis séricos de
AST, bilirrubina total e fragGes, globulina, colesterol VLDL e triglicerideos, ferro sérico
e AIAT. A LDH correlacionou-se inversamente com o nimero de eritrocitos,
concentragio de hemoglobina, o hematécerito, contagem de segmentados neutréfilos,
niveis séricos de uréia, colesterol HDL (p<0,001) ¢ a ASLO. Nio houve associagio
significativa entre niveis séricos de LDH e contagem de mondcitos, niveis séricos de
ALT, proteinas totais e fra¢des, creatinina, colesterdis total e LDL, ferritina e PCRe.

Os triglicerideos correlacionaram-se negativamente com a contagem de eritrécitos,
concentragdo de hemoglobina, hematocrito e niveis séricos de colesterol HDL. Um
associagdo positiva foi observada entre os niveis séricos de triglicerideos e concentragéo
de Hb S, contagem de plaquetas, niveis séricos de AST, bilirrubinas total e direta,
proteinas totais, colester6is total ¢ VLDL. As demais determinagdes bioquimicas ndo
apresentaram correlagfo significativa com os triglicerideos.

O colesterol HDL foi positivamente correlacionado a contagem de eritrocitos, a
concentragdo de hemoglobina e hematocrito, niveis séricos de uréia e colesterol total,
com significancia estatistica (p<0,05). A correlagédo inversa foi observada entre o nivel
sérico de colesterol HDL e concentragdo de VCM e HCM, contagem de reticulécitos,
leucéceitos, mondcitos e plaquetas, concentrac@o de Hb S, niveis séricos de LDH, AST,
bilirrubina total e fragdes, ALT, colesterol VLDL, triglicerideos, ferro sérico e A1AT,
sendo essas associagdes estatisticamente significativas, conforme mostra a tabela 03. O

colesterol HDL, nfio apresentou associagio significativa com a concentragio de HbF,
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contagem de segmentados neutrdfilos, niveis séricos de proteinas totais e fragdes,
creatinina, colesterol LDL, ferritina, ASLO e PCRe.

A tabela 04 correlaciona niveis séricos de colesterol total, colesterol LDL e
colesterol VLDL com bio-marcadores associados a gravidade clinica de pacientes com
doenga falciforme.

O colesterol total demonstrou correlagio positiva com niveis séricos de AST,
proteinas totais, relagdo albumina/globulina e com colester6is HDL, LDL, VLDL e
triglicerideos. Uma associagdo inversa foi observada entre o nivel sérico de colesterol
total e a concentragdo de VCM (r=-0,165 e p=0,043). Nio foram observadas diferengas
significativas na correlagdo entre os niveis séricos de colesterol total ¢ as demais
determinagdes hematologicas e bioquimicas.

O colesterol LDL foi correlacionado positivamente com a concentragdo de HbS,
contagem de placjuetas, niveis séricos de AST e colesterol total, ndo havendo qualquer
outra correlagfo entre este e os demais biomarcadores.

A correlag@o negativa foi apresentada entre os niveis séricos de colesterol VLDL e
contagem de eritrocitos, concentragio de hemoglobina e hematdcrito, contagem de
segmentados neutréfilos, e niveis séricos de colesterol HDL. Uma associagfo positiva
com significéncia estatistica foi observada entre os niveis séricos de colesterol VLDL e
concentragéo de Hb S, contagem de plaquetas, niveis séricos de LDH, AST, bilirrubina
total, proteinas totais € ASLO. As demais determinagbes hematologicas e bioquimicas

ndo apresentaram correlagdo significativa com os niveis séricos do colesterol VLDL.
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Tabela 3 - Dados laboratoriais associados ao biomarcador classico (LDH) e colesterol HDL e
Triglicerideos na doenga falciforme.

Colesterol HDL, Desidrogenase Yo
. Triglicerideos, mg/dL
mg/dL latica, U/L
r p r p r p

Hemélise

Hemacias, milhdes/mL 0,328 <0,001 -0,501 <0,001 -0,190 0,019

Hemoglobina, g/dL 0,292 <0,001 -0,488 <0,001 -0,202 0,013

Hematécrito, % 0,309 <0,001 -0,487 <0,001 -0,189 0,020

VCM, fL -0,273% 0,006 0,273 0,001 0,126 0,125

HCM, pg -0,284% 0,002 0,300 <0,001 0,111 0,175

Reticulécitos, % -0,170% 0,046 0,446 <0,001 0,082 0,339
Hemoglobinas

Hemoglobina S, % -0,311 0,002 0,371 <0,001 0,286 0,005

Hemoglobina Fetal, % -0,048 0,644 0,313 0,002 -0,685 0,685
Leucécitos

Leucécitos, /mL -0,1984 0,015 0,314 <0,001 0,081 0,325

Segmentados, % 0,017 0,838 -0,162 0,047 -0,154 0,061

Monécitos, % -0,234 0,004 0,126 0,123 0,139 0,089
Plaquetas

Plaquetas, mil/mm?® -0,2284 0,006 0,300 <0,001 0,233 0,004
Hemdlise e
Comprometimento Hepatico

LDH, U/L -0,375 <0,001 - —ne 0,167 0,041

AST, U/L -0,2354 0,004 0,297 <0,001 0,207 0,011

Bilirrubina total, mg/dL -0,2984 <0,001 0,475 <0,001 0,165 0,044

Bilirrubina direta, mg/dL -0,471 <0,001 0,281 <0,001 0,035 0,669

Bilirrubina indireta, mg/dL -0,287 <0,001 0,423 <0,001 0,140 0,088
Hepatico

ALT, UL -0,172 0,035 -0,014 0,867 0,075 0,364

Proteinas totais, g/dL -0,021& 0,793 0,081 0,321 0,274 0,001

Albumina, g/dL 0,102 0,213 -0,061 0,456 0,142 0,083

Globulina, g/dL -0,124% 0,129 0,177 0,029 0,133 0,104

Relagéo Albumina/Globulina 0,033 0,689 -0,104 0,204 -0,033 0,684
Renal

Uréia, mg/dL 0,178 0,030 -0,259 0,001 0,020 0,806

Creatinina, mg/dL 0,118 0,152 -0,090 0,273 0,105 0,201
Metabolismo lipidico

Colesterol Total, mg/dL 0,2994 <0,001 -0,018 0,829 0,268 0,001

Colesterol HDL, mg/dL - - -0,375 <0,001 -0,228 0,005

Colesterol LDL, mg/dL -0,083% 0,312 0,082 0,317 0,068 0,409

Colesterol VLDL, mg/dL -0,242 0,003 0,174 0,032 0,998 <0,001

Triglicérides, mg/dL -0,228 0,005 0,167 0,041 - e
Inflamacgédo

Ferritina, ng/mL -0,032 0,699 -0,081 0,325 0,102 0,220

Ferro sérico, mcg/dL -0,186 0,038 0,207 0,020 0,159 0,076

Anti-estreptolisina O,Ul/mL  -0,079 0,339 -0,174 0,035 0,157 0,058

Proteina C reativa, mg/L 0,048 0,563 -0,053 0,520 -0,031 0,714

Alfa 1 antitripsina, mg/dL -0,327% <0,001 0,198 0,016 -0,074 0,378

Coeficiente de correlagéio de Spearman ou Pearson (r) e valordep (p)
& r = Coeficiente de correlagdo de Pearson
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Tabela 4 - Dados laboratoriais associados com colesterol total, colesterol LDL e colesterol
VLDL na doenga falciforme.

Colesterol Total, Colesterol LDL, Colesterol VLDL,

mg/dL mg/dL mg/dL
r p r p r p

Hemodlise

Hemacias, milhées/mL -0,010 0,904 -0,094 0,253 -0,190 0,020

Hemoglobina, g/dL 0,012+ 0,883 -0,093&+ 0,255 -0,206 0,011

Hematdcrito, % -0,030 0,716 -0,103 0,210 -0,194 0,017

VCM, fL -0,165+ 0,043 -0,0364 0657 0,125 0,159

HCM, pg 0,147+ 0072 -0,004s4 0961 0,100 0,220

Reticulécitos, % -0,0594# 0492 0,09+ 0259 0,083 0,331
Hemoglobinas

Hemoglobina S, % 0,156 0,129 0,241 0,018 0,287 0,005

Hemoglobina Fetal, % 0,098 0,340 0,194 0,058 -0,020 0,844
Leucécitos

Leucdcitos, /mL -0,0164 0849 00764 0,351 0,084 0,305

Segmentados, % -0,0294 0,723 -0,0284 0,735 -0,169 0,038

Monécitos, % -0,004 0966 0,136 0,151 0,147 0,072
Plaquetas

Plaquetas, mil/mm® 0,083« 0311 02054 0,011 0244 0,003
Hemodlise e
Comprometimento Hepatico

LDH, U/L -0,018 0,829 0,082 0,082 0,174 0,032

AST, U/L 0,177 0,030 0,240+ 0,003 0,207 0,011

Bilirrubina total, mg/dL -0,1424 0,081 0,073« 0,371 0,170 0,037

Bilirrubina direta, mg/dL -0,107 0,191 0,062 0,448 0,039 0,637

Bilirrubina indireta, mg/dL -0,034 0,678 0,090 0,274 0,141 0,084
Hepatico

ALT, U/L 0,005 0,954 0,061 0,454 0,087 0,286

Proteinas totais, g/dL 0,171« 0,036 01144 0,164 0,276 0,001

Albumina, g/dL 0,196 0,016 0,085 0299 0,139 0,089

Globulina, g/dL 0,095+ 0,265 -0,0444 0,590 0,141 0,083

Relagdo Albumina / Globulina 0,174 0,033 0,100 0,223 -0,043 0,604
Renal

Uréia, mg/dL 0,097 0,240 0,050 0,546 0,006 0,941
Creatinina, mg/dL 0,046 0,577 -0,129 0,116 0,091 0,271
Metabolismo lipidico
Colesterol Total, mg/dL —— ——— 0,745 <0,001 0,252 0,002
Colesterol HDL, mg/dL 02994 <0,001 -0,0834 0312 -0,242 0,003
Colesterol LDL, mg/dL 0,759« <0,001 e - 0,055 0,505
Colesterol VLDL, mg/dL 0,252 0,002 0,055 0,505 - -
Triglicérides, mg/dL 0,268 0,001 0,068 0,409 0,998 <0,001
Inflamagéao
Ferritina, ng/mL 0,132 0,108 0,119 0,149 0,109 0,186
Ferro sérico, mcg/dL 0,059 0514 0,141 0,117 0,149 0,096
Anti-estreptolisina O, Ul/mL -0,037 0,652 -0,049 0,558 0,164 0,047
Proteina C reativa, mg/L 0,043 0,606 0,037 0,658 -0,038 0,648
Alfa 1 antitripsina, mg/dL -0,0944 0255 0041« 0622 -0,077 0,355

Coeficiente de correlagdo de Spearman ou Pearson (r) e valor dep (p)
& r = Coeficiente de correlagdo de Pearson
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5.4.1 — Pacientes com doenga falciforme e diferentes niveis de colesterol HDL.

Os pacientes foram categorizados de acordo com a determinagio dos niveis de
colesterol HDL, em portadores de niveis diminuidos (menor que 40 mg/dL) de
colesterol HDL, sendo observados em 103/151 (68,21%) pacientes enquanto que 48/151
(31,79%) individuos com DF apresentaram valores normais (maior ou igual a 40
mg/dL) de colesterol HDL.

Analisando os dados hematoldgicos dos grupos verificou-se que o grupo com
niveis diminuidos de colesterol HDL apresentou média de eritrocitos de 3,01 (+0,85),
enquanto que o grupo com niveis normais apresentou um média de 3,75 (£ 1,0)
(»p=0,000). Os valores de HCM ¢ CHCM também foram menores no grupo com HDL-c
diminuido quando comparados ao com niveis normais. A contagem de leucdcitos
também apresentou diferenca estatisticamente significativa quando comparados os dois
grupos, sendo que os individuos com niveis diminuidos de colesterol HDL
apresentaram a maior média de leucocitos (14.105,83 + 6.085,37) quando comparados
aqueles com niveis normais (10.868,75 + 4.416,13).

O grupo de individuos com doenga falciforme que apresentou niveis diminuidos de
colesterol HDL também apresentou médias maiores de AST, bilirrubina total,
bilirrubina direta, bilirrubina indireta, LDH e alfa 1-antitripsina quando comparado
aquele com niveis normais de colesterol HDL, sendo essa diferenca estatisticamente
significante.

A tabela 05 mostra os dois subgrupos de individuos com doenga falciforme,
aqueles que tém valores normais e aqueles que apresentam valores diminuidos de
colesterol HDL, possibilitando a comparagdo entre valores hematolégicos €

bioquimicos nos dois grupos.



Tabela 05 - Categorizag@o dos pacientes com DF por niveis de colesterol HDL.
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Hemodlise
Hemacias, milhdes/mL
Hemoglobina, (g/dL)
Hematécritot, %
VCM, fL
HCM, pg
CHCM, %
Eritroblasto, /100 leucécitos
Reticulécitos, %
Hemoglobinas
Hemoglobina S, %
Hemoglobina Fetal, %
Leucécitos
Leucacitos, /mL
Basofilos, %
Monécitos, %
Plaquetas
Plaquetas, mil/mm?®
Hemdlise e
comprometimento hepatico
Desidrogenase latica, U/L
AST, U/L
Bilirrubina total, mg/dL
Bilirrubina direta, mg/dL
Bilirrubina Indireta, mg/dL
Metabolismo lipidico
Colesterol Total, mg/dL
Colesterol LDL, mg/dL
Cololesterol VLDL, mg/dL
Triglicerideos, mg/dL
Hepatico
ALT, U/L
Renal
Uréia, mg/dL
Creatinina, mg/dL
Inflamacgao
Ferro sérico, mecg/ dL
Alfa 1 antitripsina, mg/dL

HDL < 40 mg/dL HDL > 40 mg/dL
- Média + Média + p*
Desvio-padrdo Desvio-padrdo
103 3,01+0,85 48 3,75%+1,0 0,000
103 8,57 +2,02 48 9,76 £ 1,75 0,001
103 26,42+6,17 48 30,43 +5,37 0,000
103 89,17 + 10,34 48 83,52+ 11,01 0,003
103 28,94 +3,52 48 26,82 13,79 0,001
103 32,44 +£0,96 48  32,07+0,86 0,025
103 . 1,90 4231 48 1,02+248 0,034
97 8,34+4,55 42  590+5.25 0,006
103 79,22 + 16,16 48 60,75+ 18,22 0,000
103  7,55+599 48 741+6,78 0,899
103 14105,83 +6085,37 48  10868,75 +4416,13 0,001
103 0,19+0,40 48 0,42 +054 0,005
103 6,34 +1,82 48 544+1,65 0,004
103 424,90 + 160,26 48 357,69 + 148,02 0,015
103 977,19 + 524,50 49 602,92 + 339,78 0,000
103 51,45 +26,29 48 40,65 +20,32 0,013
103  3.13+182 48 1,88+125 0,000
103 0,79 £ 0,47 48 0,38+0,25 0,000
103 2,34+1,68 48 1,50+1,20 0,002
103 116,49 +25,17 48 131,06 +25,73 0,001
103 65,78 +£21,47 48 63,19 23,81 0,506
103 21,62 +10,31 48 17,90+ 6,38 0,023
102 107,74 + 51,64 48 90,02 +31,86 0,030
103 29,90 £ 22,10 48 24,58 + 19,56 0,156
102 17,25+6,70 47 18,77 +5,73 0,181
103 0,49 0,50 47 0,57 +0,50 0,315
95 13665+ 133,77 31 82,77 £40,17 0,029
102 163,13 + 44,06 48 128,92 +42,13 0,000

* p=valor de p t-test ndo pareado
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5.5 - MANIFESTAGOES CLINICAS NA DOENCA FALCIFORME E NIVEIS DE

COLESTEROL HDL

Foram analisados os eventos clinicos apresentados pelos pacientes com doenga
falciforme correlacionando-os com os grupos previamente citados em relag@o aos niveis
de colesterol HDL.

Entre os individuos com doenga falciforme e valores diminuidos de colesterol
HDL observou-se um risco maior para ocorréncia de pneumonia (OR = 2,42, IC a 95%
= 1,06 — 5,53; p=0,033), alteragdes cardiacas (OR = 2,88, IC a 95% = 1,12 — 7,59;
p=0,025) e uso de hemoderivados (OR = 2,52, IC a 95% = 1,11 — 5,77 e p=0,025)

(tabela 06).
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Niveis séricos elevados de colesterol totoal, colesterol LDL, colesterol VLDL e
triglicerideos foram associados a presenga de litiase biliar (Figura 5).

COL_TOT

o

=

LITIBILI

Q
COL_LDL

o

p=0, 007*

COL_VLDL
3

=]

TRIG

LimiBiLI

os
e

e —

LITIBILI

o

p=0,033*

N=

LITiBILI

COL_TOT: Colesterol total
COL_LDL: Colesterol LDL
COL_VLDL: Colesterol VLDL
TRIG: Triglicerideos
LITIBILI: Litiase biliar

0: Sem litiase

1: Com litiase

* Kruskal Wallis

p=0,047*

FIGURA 05 — Representagdo grafica da distribui¢do dos niveis séricos de colesterol total, colesterol LDL,
colesterol VLDL e triglicerideos com a presenga de litiase biliar, no grupo de pacientes com doenga

falciforme.
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A analise multivariada foi realizada estabelecendo-se fatores de risco e analisando
a associagdo com marcadodores dependentes associados a clinica de individuos com

doenga falciforme (tabela 7).

Tabela 7 — Anélise multivarida em modelos de estudo especifico, envolvendo marcadores
bioquimicos e eventos clinicos.

Modelos

Variavel dependente Fatores de risco F p

Modelo 1
Col HDL*PCR 5,02 0,027
LDH*PCR 4,06 0,046

Alteragdes cardiacas PCR*A1ATs 5,19 0,024
Col HDL*PCR*LDH 7,01 0,009
LDH*PCR*A1ATs 4,57 0,034
Modelo 2
LDH*A1ATs 6,71 0,011
Col HDL*LDH 11,03 0,001
Col HDL*PCR 9,33 0,003
A1AT*LDH 2725 0,000
A1AT*PCR* 6,87 0,010

Litiase biliar A1AT*LEUCO 10,76 0,001
LDH*LEUCO 5,36 0,023
PCR*TRIG 46,22 0,000
Col HDL*PCR*LDH 11,41 0,001
LDH*PCR*LEUCO 9,25 0,003
PCR*A1AT*LEUCO 10,76 0,001
Modelo 3

Uso de Hemoderivados LDH*LEUCO 6,68 0,011
Col HDL*LEUCO*RET Told 0,006

Pneumonia Modelo 4
Col HDL*LEUCO*RET 5.12 0,026

F = teste F usado para avaliagdo dos niveis de confianga dos testes de Pillai’s Tace, Wilkis’
Lambda, Hotelling’s Trace e Roy’s larget root. p= valor de p.
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5.6 - CORRELACOES ENTRE DADOS HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E
PERCENTAGEM DE HEMOGLOBINAS.

As tabelas de 08 a 13 (tabela 13 — apéndice III) mostram as correlagBes entre
valores hematoldgicos, bioquimicos e percentagem de hemoglobinas S e F entre os
pacientes com doenga falciforme.

A tabela 08 correlaciona dados hematologicos e concentragdo de hemoglobinas F e
S com marcadores de metabolismo do ferro, transaminases e bilirrubina total e fragdes.

O metabolismo do ferro foi avaliado e observou-se uma correlagio positiva entre
contagem de leucocitos e ferro sérico (=0,209 e p=0,019) e ferritina sérica (=0,198 e
p=0, 014); além disso, a ferritina apresentou uma correlagdio positiva com a contagem
de plaquetas e reticulécitos € com a concentragdo de Hb S. O ferro sérico apresentou
correlagdo negativa com a contagem de eritrécitos, concentragdo de hemoglobina e
hematécrito e poSitiva com as concentragdes de VCM e HCM.

Os marcadores de fungfdio hepatica foram avaliados através da determinacgdo das
transaminases. Desta maneira, observou-se correlagio negativa entre as transaminases
(AST e ALT) e concentragdo de hemoglobina e hematécrito. A AST foi associada
positivamente a contagem de eritrocitos (r=0,422 e p=0,000), leucéocitos (+=0,209 e
p=0,01), e plaquetas (»=0,174 e p=0,032), e a concentragio de HbS (+=0,396 ¢
p=0,000).

As bilirrubina total e fragSes correlacionaram-se negativamente com a contagem de
eritrocitos, concentragio de hemoglobina € hematécrito e positivamente com VCM,
HCM, CHCM, contagem plaquetas, reticulécitos, leucocitos e concentragdo de Hb S.
Uma correlagdo positiva também foi observada entre a contagem de mondcitos € as

bilirrubina total e indireta.
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A tabela 09 apresenta a correlagéo entre dados hematologicos e concentracdo de
hemoglobinas F ¢ S com niveis séricos de uréia, creatinina, proteinas totais e fragdes e
marcadores de processo infeccioso e inflamatorio.

A uréia nfio apresentou nenhuma correlagio com significincia estatistica com
nenhuma das determinagdes referidas anteriormente, conforme a tabela 8.

A creatinina correlacionou-se positivamente com a contagem de eritrocitos,
concentragdo de hemoglobina e hematdcrito. Uma associagio inversa foi apresentada
entre a niveis séricos de creatinina e a contagem de plaquetas e concentragdo de Hb S.

As proteinas totais e globulinas nfio foram associadas, de maneira significativa, aos
dados hematolégicos e concentragio de Hb S e F. A albumina apresentou uma
correlagdo negativa com HCM (r=-0,191, p=0,019) e com CHCM (r=-0,183, p=0,025).

O ASLO ndo foi correlacionado de maneira estatistica com as determinagdes
analisadas. |

Os marcadores de processo inflamatodrio investigados foram a PCRe ¢ a A1AT. A
PCRe foi associada de maneira inversa a contagem de eritrdcitos, concentragido de
hemoglobinas, hematocrito ¢ CHCM e apresentou uma correlagdo positiva com
contagem de leucdcitos, segmentados,mondcitos, plaquetas e reticuldocitos. A A1AT
correlacionou-se positivamente as contagens de mondcitos e plaquetas e a concentra¢io
de Hb S. A associagdo entre A1AT e contagem de eritrocitos, concentragdo de
hemoglobinas e hematocrito foi inversa.

A tabela 10 apresenta as correlagdes entre perfil lipidico, transaminases,
metabolismo do ferro e bilirrubinas entre si.

O ferro sérico apresentou uma correlagdo positiva com ferritina e bilirrubina total e
fragdes. A ferritina por sua vez, s6 apresentou correlagdo, com significincia estatistica

com o ferro sérico.
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A AST correlacionou-se positivamente com a ALT e as bilirrubinas totais e fragdes
(»<0,005) e a ALT associou-se de maneira significativa com a ALT (+=0,461, p=0,000)
e a bilirrubina direta (r=0,169, p=0,024).

A bilirrubina total apresentou correlagdo positiva com ferro sérico, AST e com as
bilirrubinas direta e indireta. A bilirrubina foi associada positivamente com AST, ALT e
bilirrubinas total e indireta. A bilirrubina indireta, por sua vez, também apresentou
correlagdo positiva com AST e com as bilirrubinas total e direta.

A tabela 11 mostra a correlagdo entre o metabolismo do ferro, as transaminases e as
bilirrubinas e os niveis de proteinas totais e fragdes, LDH, marcadores de processos
inflamatorio (PCRe e A1AT) e infeccioso (ASLO), uréia e creatinina.

A creatinina sérica apresentou correlagdo negativa com ferritina, AST e ALT,
sendo este achado estatisticamente significativo. A uréia nfo correlacionou-se de
maneira significativa com nenhum dos dados mostrados na tabela 11.

As proteinas totais correlacionaram-se positivamente com a AST (p=0,007). A
albumina e a globulina ndo apresentaram correlagfo significativa com as determinagdes
bioquimica referidas anteriormente, bem como a ASLO.

A correlagdo dos marcadores associados a processo inflamatdrio foi positiva entre a
PCRe e a ferritina (p=0,001) € entre a A1AT e AST, ALT e bilirrubina direta (p<0,05).

A tabela 12 apresenta a correlagdo entre marcadores de fun¢do renal (uréia e
creatinina), proteinas totais e fragGes e marcadores de processo infeccioso (ASLO) e
inflamatorio (PCRe e A1AT) entre si.

A uréia apresentou correlagio, entre os marcadores referidos na tabela 11, apenas
com a creatinina (+=0,232, p=0,004). A creatinina por sua vez, foi associada

negativamente a niveis séricos de A1AT (p=0,007).
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As proteinas totais apresentaram correlagdo positiva com os niveis séricos de
albumina, globulinas € a ASLO (p<0,001). A albumina foi associada de maneira direta
aos niveis séricos de proteinas totais como referido e inversamente aos niveis séricos de
globulinas (p=0,000). As globulinas por sua vez apresentaram correlagdo positiva com a
ASLO (p=0,002).

A PCRe correlacionou-se positivamente a A1AT (p=0,000).
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5.8 - POLIMORFISMO G463A NO GENE DA MIELOPEROXIDASE

A investigagdo da freqiiéncia do polimorfismo G462A no gene da MPO revelou
que 78/136 (57,4%) dos pacientes com doenga falciforme apresentaram ao menos um
gene mutante para a MPO. Entre os genétipos 58/136 (42,5%) pacientes com doenga
falciforme apresentaram o tipo selvagem normais, 61/136 (44,9%) foram heterozigotos
e 17/136 (12,5%) homozigotos para a referida mutagéo.

N3o foram observadas associagdes estatisticamente significativas entre a presenga
do alelo mutante e os dados clinicos em pacientes com doenga falciforme.

A presenga do alelo mutante foi associada a niveis elevados de LDH (p=0,002)
(Figura 06), bilirrubina total (p=0,047) e bilirrubina indireta (p=0,041) (Figura 07). A
contagem de leucdcitos foi associada a presenca de eventos de vaso-oclusdo (Figura

08).
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FIGURA 06 — Representagio grafica da distribuicdio dos niveis séricos de LDH por presenga do alelo
mutante para mieloperoxidase, no grupo de pacientes com doenga falciforme, p=0,002 (ANOVA).
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FIGURA 07 — Representagdo grafica da distribui¢do da bilirrubina total e indireta por presenca do alelo
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mutante para a MPO, no grupo de pacientes com de doenga falciforme.

FIGURA 08 — Representagdo grafica da distribuicdo de leucdcitos totais por vaso-oclusdo, no grupo de
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pacientes com de doenga falciforme.
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5.9 - ANALISE DE REGRESSAO LINEAR

A andlise de regress@o linear entre a contagem de hemacias e niveis séricos de
colesterol HDL no grupo de pacientes com doenga falciforme mostrou correlagédo
positiva, p<0,001 (Figura 09). A regressdo linear foi estatisticamente significante
quando comparados os valores de concentragdo de hemoglobina e niveis séricos de

colesterol HDL, p<0,001 (Figura 10).
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FIGURA 09 — Analise de regressdo linear entre contagem de hemaécias e niveis séricos de colesterol HDL
no grupo de pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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FIGURA 10 — Anadlise de regressdo linear entre a concentragdo de hemoglobina e niveis séricos de
colesterol HDL no grupo de pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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A regressdo linear foi estatisticamente significante quando comparados a
concentragdo de hematdcrito e niveis séricos de colesterol HDL no grupo de pacientes

com doenga falciforme, p<0,001 (Figura 11).
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FIGURA 11 — Andlise de regressdo linear entre a concentragdo de hematdcrito e niveis séricos de

colesterol HDL no grupo de pacientes com doenga falciforme (p<0,001).

A analise de regressdo linear entre a concentragdo de VCM e niveis séricos de
colesterol HDL, no grupo de pacientes com doenga falciforme, demonstrou correlagdo

negativa, p = 0,001 (Figural2).
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FIGURA 12 — Analise de regressdo linear entre concentragdo de VCM e niveis séricos de colesterol HDL

no grupo de pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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A regressdo linear entre a concentragdo de HCM e niveis séricos de colesterol HDL

no grupo de pacientes com doenga falciforme demonstrou correlagdo negativa com

significincia estatistica, p<0,001 (Figura 13). A regressdo linear entre plaquetas e

colesterol HDL demonstrou correlagdo negativa, no grupo de pacientes com doenga

falciforme, p=0,005 (Figura 14).
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FIGURA 13 - Anélise de regressdo linear entre concentragdo de HCM e niveis séricos de colesterol HDL

no grupo de pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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FIGURA 14 - Analise de regressdo linear entre contagem de plaquetas e niveis séricos de colesterol HDL

no grupo de pacientes com doenga falciforme (p=0,005).
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A regressdo linear entre a contagem de leucdcitos e niveis séricos de colesterol
HDL no grupo de pacientes com doenga falciforme demonstrou correlagdo negativa
com significancia estatistica, p=0,015 (Figura 15). A regressdo linear entre niveis
séricos de colesterol total e colesterol HDL demonstrou correlagdo positiva, no grupo de

pacientes com doenga falciforme, p<0,001 (Figura 16).
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FIGURA 15 - Andlise de regressdo linear entre contagem de leucocitos e niveis séricos de colesterol HDL

no grupo de pacientes com doenga falciforme (p=0,015).
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FIGURA 16 - Andlise de regressdo linear entre niveis séricos de colesterol total e colesterol HDL no

grupo pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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A regressdo linear foi estatisticamente significante quando comparados os niveis

séricos de colesterol VLDL e colesterol HDL, p=0,003 (Figura 17).
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FIGURA 17 - Anélise de regressdo linear entre niveis séricos de colesterol VLDL e colesterol HDL no

grupo de pacientes com doenga falciforme (p=0,003).

A regressdo linear ndo foi estatisticamente significante quando comparados os

niveis séricos de colesterol LDL e colesterol HDL-c, p=0,312 (Figura 18)
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FIGURA 18 - Andlise de regressdo linear entre niveis séricos de colesterol LDL e colesterol HDL no

grupo de pacientes com doenga falciforme (p=0,312).
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A regressdo linear entre niveis séricos de triglicerideos e colesterol HDL no grupo
de pacientes com doenga falciforme demonstrou uma correlagio negativa com
significancia estatistica, p=0,005 (Figura 19). A regressdo linear entre niveis séricos
LDH e colesterol HDL demonstrou correlagdo negativa, no grupo de pacientes com

doenga falciforme, p<0,001 (Figura 20).

Triglicerideos
300 =
8
2001
1001
@ Observado
0 o Linear

10 20 30 40 50 60 70 8 90

Col HDL

FIGURA 19 - Andlise de regressdo linear entre niveis séricos de triglicerideos e colesterol HDL no grupo

de pacientes com doenga falciforme (p=0,005).

LDH

o Observado

-1000 o Linear
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Col HDL

FIGURA 20 - Andlise de regressdo linear entre niveis séricos de LDH e colesterol HDL no grupo de

pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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A regressdo linear entre a concentragdo de hemoglobina S e niveis séricos de

colesterol HDL no grupo de pacientes com doenga falciforme demonstrou correlagio

negativa com significancia estatistica, p=0,002 (Figura 21).
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FIGURA 21 - Anaélise de regressdo linear entre a concentragdo de hemoglobina S e niveis séricos de

colesterol HDL no grupo de pacientes com doenga falciforme (p=0,002).

A regressdo linear entre niveis séricos de alfa 1 antitripsina e colesterol HDL

demonstrou correlagdo negativa, no grupo de pacientes com doenga falciforme, p<0,001

(Figura 22).
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FIGURA 22 - Andlise de regressdo linear entre niveis séricos de alfa 1 antitripsina e colesterol HDL no

grupo de pacientes com doenga falciforme (p<0,001).
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6. DISCUSSAO

A doen¢a falciforme tem um quadro clinico heterogéneo, apresentando
manifestacdes clinicas caracterizadas por crises dolorosas e vaso-oclusivas, infecgdes
recorrentes € lesdo a multiplos orgdos (GASTON et al., 1986; STEINBERG et al.,
2001). No presente estudo as manifestacSes clinicas mais comumente encontradas no
grupo de pacientes com doenga falciforme em estado estivel foram as crises vaso-
oclusivas dolorosas, seguidas por infecgGes, alteragdes cardiacas, esplenomegalia,
sindrome toracica aguda, priaprismo, altera¢des 0sseas e AVC.

Os processos infecciosos sdo freqiientes na doenca falciforme, sendo que em
individuos com anemia falciforme em idade menor que 5 anos, o risco de infecgdo €
trinta vezes maior que em criancas da populagio geral (LOGGETO et al, 1999). No
presente estudo observou-se que 55,5% dos individuos com doenga falciforme
apresentaram pelo menos um evento de pneumonia, sendo que destes 47,2% faziam, no
momento da entrevista, uso profilatico de penicilinas. Esses resultados corroboram com
Gaston e col. (1986) e Redding-Lallinger & Knoll (2006) que descreveram uma
prevaléncia elevada de infecgdes bacterianas na infincia, sendo que entre estas se
destacava a pneumonia, osteomielite e meningite. Alguns estudos defendem que o uso
profilatico de penicilina oral tem sido associado a diminui¢fio da incidéncia de infecgoes
a partir dos 4 meses até os 5 anos de idade , diminuindo a morbidade e a mortalidade em
criangas com doenga falciforme (HORD et al., 2002; QUINN et al., 2004). Entretanto,
De Montalemert (2003) descreve a ocorréncia de infecqc“)és graves em criangas com
anemia falciforme maiores de cinco anos em uso de profilaxia o que corrobora com os
achados do nosso trabalho.

As determinagdes bioquimicas sfio importantes para o acompanhamento do

desenvolvimento de doengas. No presente estudo foram realizadas as determinagdes
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bioquimicas relacionadas ao perfil lipidico (colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL, colesterol VLDL e triglicerideos), hepaticas e de hemolise, determinagio de uréia,
creatinina, ferro sérico, ferritina, bilirrubinas totais e fragdes, proteinas totais e fragdes,
LDH, PCRe, ASLO e alfa 1 antitripsina. As criangas com doenga falciforme
apresentaram diferengas significativas em praticamente todas as determinacdes
bioquimicas quando comparados ao grupo controle. O fato de ndo terem sido
encontradas diferengas quanto aos valores de creatinina e proteinas totais e fragdes pode
ser associado ao fato das criangas que compuseram o grupo estarem com as suas
fungSes renal e hepaticas ainda preservadas, ressaltando a importincia do
acompanhamento destas através da analise periédica desses marcadores.

A Hb F é um modulador clinico da doenga falciforme, sendo amplamente
estudada uma vez que niveis elevados dessa hemoglobina tém sido associados,
constantemente a’manifestac;(”)es clinicas menos graves (PLATT et al., 1991; POWARS
et al., 1994). No presente estudo os individuos que apresentaram niveis elevados de Hb
F também apresentaram contagem maior de reticuldcitos, leucdcitos e plaquetas
demonstrando que a Hb F, pode ndo estar participando ativamente da modulagdo dos
fendmenos vaso-oclusivos. Estes resultados reforgam a existéncia de controvérsias
quanto ao papel da Hb F como marcador irrestrito da gravidade clinica presente na
doenga falciforme, apoiando a idéia de que sua associagdo a outros marcadores é
importante nessa complexa rede de eventos clinicos ocorridos na doenga.

As crises vaso-oclusivas dolorosas foram relatadas nesse estudo como as
manifestacfes mais freqiientes. A vaso-oclusdo ¢ um fendmeno que leva a obstrugio
dos vasos sanguineos no qual participam eritrocitos, leucécitos, plaquetas, células
endoteliais € moléculas de adesdio; para a ocorréncia desse fenomeno ha a participagio

de uma série de mediadores quimicos produzidos por leucécitos e células endoteliais
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que levam a um estado de estimulagdo do endotélio vascular (STEINBERG &
RODGERS, 2001; OKPALA, 2004).

O papel importante dos leucdcitos nas manifestagdes clinicas relacionadas a
doenga falciforme tem sido bastante relatado, sendo de importincia fundamental a
participagdo dos mesmos no processo vaso-oclusivo através da promog¢do do aumento
da adesdo ao endotélio vascular que juntamente com os eritrocitos levam a obstrugio
vascular (CANALLI et al., 2004; OKPALA, 2004). A contagem total de leucdcitos no
grupo de criancas com doenga falciforme participantes do estudo foi elevada,
apresentando correlagdo negativa com dados hematologicos e positiva com a contagem
de plaquetas, neutrofilos e mondcitos. Além disso, a avaliagdo da correlagdo entre
leucécitos totais € marcadores de hemdlise € comprometimento hepético revelou ser
positiva quando comparados a AST, e bilirrubina total e fragdes associando-os a
hemolise e alteragdes do metabolismo hepatico, uma vez que, a AST ocorre em outros
tecidos além do figado, como coragdo, rins, misculos e que quantidades adicionais da
enzima sdo liberadas diretamente na corrente sanguinea apds lesdes tissulares. Kolita e
col. (2005) descrevem um aumento das transaminases em individuos com doenga
falciforme, pediatricos e adultos, em estado estavel, na Nigéria.

A infecg@o e a vaso-oclusdo sdo duas manifestagdes clinicas importantes na doenga
falciforme, sendo que um processo infeccioso pode levar ao desenvolvimento de um
fendmeno vaso-oclusivo (MAKIS er al., 2000). Fatores individuais associados ao
processo inflamatério cronico presente em pacientes com doenca falciforme podem
estar diretamente relacionados as infec¢des recorrentes. No presente estudo foi descrita
uma correlagdo positiva entre a contagem de leucdcitos € os niveis de PCRe e A1AT.
Akinola e col. (1992) em estudo realizado em individuos com doenga falciforme no

Reino Unido relatam o aumento nos niveis séricos de PCRe e da LDH em individuos
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em estado estdvel da doenga. A analise dos dados revelou que individuos com niveis
elevados de colesterol HDL apresentaram contagens menores de leucdcitos, fato que
pode estar relacionado a participagio das particulas de HDL na adesdo de leucécitos, na
inibigdo da quimiotaxia de mondcitos e adesdio dos mesmo as moléculas ligadas ao
endotélio vascular (NOFER et al., 2002).

A HDL ¢é uma lipoproteina aceptora no processo de transporte reverso do
colesterol dos tecidos periféricos ao figado, sendo eliminado pela via biliar (DUONG et
al, 2006). As propriedades anti-aterogénicas das moléculas de HDL s3o objeto de
varios estudos (BODZIOCH er al, 1999; BROOKS-WILSON et al., 1999;
ECKARDSTEIN & ASSMANN, 2000; ECKARDSTEIN et al., 2001), sendo ainda
possuidora de diversas outras fun¢des. Nofer e col. (2002) propdem um modelo que
busca ressaltar a participagdo de particulas de HDL na proliferagdo celular, na inibigdo
da quimiotaxia de mondcitos na adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular através de
moléculas de adesdo como a VCAM-1, ICAM-1 e Selectina-E. A HDL exerce papel
importante também no estimulo da resposta anti-inflamatdria e anti-oxidante, além de
exercer fungdes como anti-coagulante e pro-fibrinolitica. No presente estudo o encontro
da associagdo inversa entre niveis de colesterol HDL e A1AT e contagem de leucécitos,
mondcitos e plaquetas sugere que na doenga falciforme esse biomarcador pode ter um
papel importante na regulagdo do processo inflamatorio e vaso-oclusivo via a
participagdo de leucécitos, em especial monécitos e plaquetas.

A diminui¢io na contagem de reticuldcitos e 0 aumento na concentragdo de Hb
F tém sido associados a danos cronicos menores a Orgdos em criangas nos Estados
Unidos (THORNBURG et al., 2008). Nos grupo de individuos com doenga falciforme
observou-se que a contagem elevada de reticuldcitos foi associada a anemia hemolitica

mais grave, cursando com niveis elevados de bilirrubina total e fragdes € aumento nos
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valores da LDH e niveis de Hb S. O aumento na contagem de plaquetas e leucdcitos foi
observado nos individuos com contagem elevada de reticuldcitos. A correlagdo negativa
entre o colesterol HDL e a contagem de reticuldcitos (p=0,046) foi ainda mais
significativa quando o grupo dos pacientes foi categorizado entre aqueles que
apresentavam concentragdo de colesterol HDL normal ou diminuida, sendo observadas
contagens menores de reticulocitos entre os pacientes com niveis séricos de colesterol
HDL normais. Esses achados refor¢gam os dados descritos no presente estudo, indicando
que o colesterol HDL pode estar desempenhando papel importante nos fenomenos
envolvidos na fisiopatogenia da doenga falciforme.

A doenga falciforme é reconhecida como uma doenc¢a inflamatéria cronica
(BELCHER et al., 2000; 2003; KLINGS & FARBER, 2001; JILSON et al., 2004),
sendo descrito que os individuos com doenga falciforme em crise apresentam niveis
elevados de TNF;a e IL-6 quando comparados aqueles em estado estavel. A correlagdo
entre a percentagem de reticulécitos € marcadores bioquimicos de inflamag&o ndo € bem
descrita na literatura. No presente estudo observou-se correlagdio positiva significativa
entre a PCR e A1AT e contagem de reticuldcitos, sugerindo que estes podem ter um
papel importante na manutenc¢do do processo inflamatério cronico presente na doenca
falciforme, uma vez que estio diretamente relacionadas a presen¢a de hemolise e
conseqiientemente ao aumento do estresse oxidativo.

Marcadores novos vém sendo descritos como moduladores da clinica da doenga
falciforme, entre eles destacam-se a LDH que esta sendo associada ao quadro clinico de
hiper-hemoélise e hipertensdo pulmonar (STEINBERG, 2005; KATO et al., 2007
TAYLOR VI et al, 2008). A média da LDH sérica nos individuos com doenca

falciforme do nosso estudo foi de 858,22+503,81 (VR =207 a 414 U/L), sendo que esta

associada de maneira significativa ao aumento de biomarcadores relacionados a
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hemolise, fato que corrobora com Taylor VI e col. (2008) que propdem a hiper-
hemolise cronica intravascular como uma novo sub-fenétipo clinico associado aos
niveis de LDH, ao estudar 700 pacientes nos Estados Unidos. Os dados aqui
apresentados também revelaram correlagio positiva entre a LDH e marcadores de
fungdo hepética, renal e metabolismo de lipidios, como o colesterol VLDL e
triglicerideos, sugerindo que esta enzima pode ser um marcador utilizado para avaliar o
efeito da hemolise no comprometimento multiplo de 6rgéos na doenga falciforme.

A diminuicio nos niveis de colesterol HDL é uma das alteragdes mais
comumente observadas em individuos com relato de doenga arterial coronariana
prematura (BROOKS-WILSON et al., 1999). Além de sua relagdio com problemas
cardiacos, o metabolismo de lipidios vem sendo associado a outras patologias. Fiorenza
e col. (2000) relatam, em estudo com 530 pacientes italianos com diversos tipos de
cancer, que o pérﬁl lipidico desses individuos € caracterizado por niveis baixos de
colesterol LDL, colesterol HDL e niveis aumentados de triglicerideos. O HDL tem
propriedade anti-oxidativa atuando na inibigdio tanto da oxidagfio da LDL quanto nos
efeitos aterogénicos da LDL oxidada (ECKARDSTEIN & ASSMANN, 2000). Os
individuos com doenga falciforme apresentaram correlacdo inversa com os niveis
séricos de colesterol HDL e triglicerideos e colesterol VLDL, mas ndo houve associacgéo
entre niveis de colesterol HDL e colesterol LDL nesse grupo.

O endotélio vascular regula a adesdo e a passagem de leucdcitos, contribuindo
para a manutengdo da superficie anti-trombogénica e regulagdo do ténus vasomotor
(NOFER et al., 2004). Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram
correlagdo negativa entre os niveis de colesterol HDL e a contagem de leucocitos o que
pode evidenciar o papel protetor do colesterol HDL para o desenvolvimento de eventos

vaso-oclusivos. Esse fato ¢ reforgado pela associagdo inversa entre o colesterol HDL e
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as plaquetas e niveis séricos de A1AT. Hassal e col. (1983) demonstram a relagdo entre
a agregacdo plaquetaria e as lipoproteinas afirmando que a LDL atuam como
estimuladora da agregagdo plaquetaria.

As alteragGes da fun¢fo hepatica na doenga falciforme sdo dificeis de serem
identificadas devido a sua origem multifatorial e de critérios diagndsticos pouco
definitivos para esse grupo de individuos (HASSEL et al., 1994; BANERIJEE et al.,
2001; AHN & WANG, 2005). Isichei (1980) em estudo realizado com 84 criangas com
anemia falciforme, na Nigéria, estudaram pardmetros bioquimicos relacionados a
funcdo hepatica e observa que os valores das bilirrubinas totais e fragdes nesses
individuos foram maiores quando comparados a criangas normais da mesma faixa
etaria. Os resultados do presente estudo demonstram que individuos em idade pediatrica
com doenga falciforme apresentam valores elevados de bilirrubina total e fragdes, ALT
¢ AST quando comparados com criangas saudaveis da mesma idade, confirmando a
presenga de estados subclinicos de hemolise, mesmo no estado estavel da doenga.

O figado desempenha um papel importante na produgdo e degradagdo de
lipoproteinas sendo, que a diminui¢&o da colesterol HDL em pacientes com cirrose néo
colestatica foi associada ao aumento do risco de desenvolvimento da doenga (HABIB et
al., 2005). O colesterol HDL é formado por uma mistura heterogénea de lipoproteinas
que diferem em estrutura e fungdo e que sdo, assim como a HDL nascente, produzidas
pelos hepatdcitos e mucosa intestinal, ou dissociadas dos quilomicrons € VLDL durante
a hidrolise mediada pela lipase hepatica (ECKARDSTEIN & ASSMANN, 2000). Nas
criangas com doenga falciforme foi encontrada correlagdo negativa entre o colesterol
HDL e a AST, bilirrubinas totais e fra¢des, sugerindo que os individuos com niveis
maiores de colesterol HDL tém um menor comprometimento hepatico quando

comparados aqueles com niveis diminuidos. Desta maneira, os individuos com doenga
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falciforme devem ser também acompanhados por um profissional de nutri¢do buscando
a implementago de programas de orientagdo dietética.

A colelitiase e a coledocolitiase sio alteragdes hepaticas secundarias a hemolise
cronica e transfusdes multiplas, sendo que a excrego elevada e constante e bilirrubinas
leva a formagdo de cdlculos biliares. A colelitiase ¢ mais freqiiente em individuos
homozigotos HbSS que nos demais portadores de hemoglobinopatias e sua prevaléncia
aumenta com a idade (TRAINA & SAAD, 2007). No presente estudos observamos que
niveis séricos de colesterol total, colesterol LDL, colesterol VLDL e triglicerideos
estiveram associados a presenca de litiase biliar. Desta maneira, sugere-se que
individuos com DF sejam acompanhados quanto aos niveis séricos de colesterol total e
frag3es e triglicerideos, uma vez que estes podem estar juntamente com as bilirrubinas
participando da génese da litiase biliar na doenga falciforme.

A proteiné transferidora do éster colesteril (cholesteril ester transfer protein —
CETP) desempenha papel importante no catabolismo do HDL, sendo que niveis
elevados da CETP foram associados a niveis diminuidos de HDL (STEIN & STEIN,
1999). Os individuos com doenga falciforme apresentaram niveis diminuidos de
colesterol total, colesterol HDL e colesterol LDL quando comparados com os
individuos controles, corroborando com os achados de Ramini e col. (2005) ao
estudarem individuos com doenga falciforme no Ird. Entretanto, o presente estudo
revelou que as criangas com doenga falciforme apresentaram niveis elevados de
colesterol VLDL e triglicerideos quando comparados ao grupo de controles da mesma
faixa etaria. Ressaltamos que os niveis séricos de triglicerideos constituem um fator
independente associado a alteragdes cardiacas, podendo constituir em marcador
preditivo destas alteragdes, principalmente quando sfo encontrados constantemente

elevados em criangas.
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O aumento de agentes oxidantes decorrentes, entre outros fatores do
metabolismo do ferro, do aumento da hemolise intravascular (REITER et al., 2002) foi
correlacionado ao aumento do consumo de 6xido nitrico (NO) (ASLAN et al., 2001),
fato que pode reduzir ainda mais, nos individuos com DF, a capacidade anti-oxidante
(GLADWIN et al., 2003). Os mecanismos anti-oxidantes do organismo sdo mantidos
através da obtengfio de antioxidantes pela dieta como € o caso da vitamina E (SESS et
al., 1992; CHRISTEN et al., 1997; JIANG & AMES, 2003; KASSAB-CHEKIR ef al.,
2003). Os pacientes com doenga falciforme apresentaram uma média dos niveis séricos
de ferro maior que os controles; além disso, os niveis de ferro sérico apresentaram
correlagdo positiva com os niveis de LDH e negativa com niveis séricos de colesterol
HDL o que sugere que o esse biomarcador pode ser usado como um marcador de
hemolise e pode ter fungdo importante na alteragio do metabolismo de lipoproteinas
observada no preéente estudo.

Ao serem analisados pacientes com niveis de colesterol HDL diminuidos
(<40mg/dl) e aqueles com niveis normais (>40mg/dl) observou-se que os pacientes com
niveis diminuidos de colesterol HDL apresentaram diminuicio das contagem de
eritrocitos, concentragdo de hemoglobina e hematdcrito quando comparados aos
individuos com niveis normais; além disso, os pacientes com colesterol HDL diminuido
apresentaram niveis elevados de bilirrubina total e fracdes e de LDH quando
comparados ao grupo com valores normais; ndo foram observadas diferengas
significativas entre os valores de colesterol LDL, ALT, uréia, creatinina ou
hemoglobina fetal quando os dois grupos foram comparados. Nivel diminuido de
colesterol HDL € um fator importante de risco cardiovascular (WILSON et al., 1999;
ECKARDSTEIN & ASSMANN, 2000; ECKARDSTEIN et al., 2000). A avaliagdo das

manifestagdes clinicas revelou que os pacientes do grupo com niveis diminuidos de
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colesterol HDL apresentaram aumento em eventos graves, como alteragdes cardiacas e
pneumonia, além do aumento do uso de hemoderivados. Os mecanismos envolvidos na
susceptibilidade a infecg¢Ges recorrentes nos portadores de doenga falciforme ndo estdo
totalmente esclarecidos (BONDS, 2005). O comprometimento funcional do bago ¢ um
dos fatores relacionado a predisposi¢do a infecgdes nas criangas com doenga falciforme.
Ja foi sugerida a associagdo entre produtos decorrentes da oxidagfo da LDL com a
predisposi¢do a infec¢des pneumococica virulenta (NAVAB et al., 2001) sendo que
estes dois fatores podem estar atuando de formar sinérgica em individuos com doenga
falciforme.

Na doenga falciforme, o empilhamento de eritrocitos dentro de micro capilares
leva a episddios vaso-oclusivos, a isquemia de reperfusio e a danos a multiplos sistemas
de 6rgdo, sendo que o controle ineficiente da anemia hemolitica e os ciclos repetitivos
de infarto de (’)fgﬁO levam os individuos com doenga falciforme a um quadro
progressivo de vasculopatia e a faléncia de 6rgéos (PLATT et al., 1994). Estudos vém
sendo desenvolvidos em individuos em idade adulta com doenga falciforme visando
avaliar a presencga de alteragdes cardiacas e o estabelecimento dos melhores métodos
para seu diagnéstico (COVITZ et al., 1995; SACHDEV et al., 2007; ALMEIDA et al,
2008). No presente estudo os individuos com doenga falciforme e niveis diminuidos de
colesterol HDL apresentaram mais alteragdes cardiacas associadas a distrbios
eletrocardiograficos € auscuta quando comparados aqueles com niveis normais de
colesterol HDL o que sugere que este biomarcador pode ter um papel importante nas
altera¢des cardiacas na doenga falciforme associado a falcizagfio dos eritrocitos e dos
eventos vaso-oclusivos.

O receptor scavenger classe B, tipo I é um receptor multifuncional que promove

a retirada dos cholesteril esteres da HDL; esse receptor ¢ importante para a homeostase
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do colesterol HDL e susceptibilidade a ateriosclerose, mas também é importante para a
manutengdo da vida til do eritrécito (MEURS et al., 2005). A polimerizagdo da Hb S e
a desnaturag@o da Hb resultam em um dano oxidativo & membrana do eritrocito sendo
que associado a esse fato temos alteragdes no equilibrio de cations o que resulta na
desidratagdo e na falcizagdo irreversivel das hemacias (JOHNSON & TELEN, 2008).
Os dados do presente estudo revelaram que criangas com doenga falciforme que
apresentam niveis diminuidos de colesterol HDL fizeram até 2,5 vezes mais uso de
hemoderivados quando comparadas aquelas com valores normais de colesterol HDL,
fato que pode ser decorrente dos efeitos anti-oxidantes atribuidos a HDL, conduzindo a
uma clinica mais grave.

Os cuidados familiares, a atengdo de especialista e o envolvimento dos pacientes
sdo fundamentais para a prevengio e tratamento de eventos agudos e cronicos na doenga
falciforme (MEHTA et al., 2006). Acredita-se que ndo foram observadas associa¢Ges
entre os niveis de colesterol HDL com outras manifestacdes clinicas devido a faixa
etaria dos pacientes objeto do estudo; entretanto, sugere-se que os parametros avaliados
sdo fundamentais para o acompanhamento dos individuos com doenga falciforme e que
podem ter papel decisivo na compreensédo da evolugdo clinica desses pacientes uma vez
que varios achados importantes s6 foram demonstrados pelo presente estudo em idade
pediatrica.

A mieloperoxidade é uma enzima encontrada nos lisossomos de neutréfilos e
mondcitos e sua deficiéncia vem sendo associada a processos inflamatdrios cronicos
(LONDON, 1997). Costa e col. (2005) relatam a associagfo entre o polimorfismo G-
463A no gene da MPO e a presenga de uma ou mais infecgdes bacterianas graves,
sugerindo que o alelo mutante pode estar associado a susceptibilidade elevada a

infecgdes em individuos com doenga falciforme. No presente estudo ndo foi observada
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associacdo entre a presenga do alelo mutante para a MPO e infec¢Ges, mas observou-se
que os individuos com a mutagio possuiram niveis elevados de LDH, sugerindo que a
MPO pode ter uma participa¢@o importante no desenvolvimento de hemolise na doenga
falciforme; este fato € reforgado pelos achados de associagdo entre a presenga do alelo
G-463A e niveis elevados de bilirrubina total, indireta, de ferro sérico; sugerindo que os
niveis elevados dessas determinagdes bioquimicas podem ser resultantes do aumento do
estresse oxidativo o que levaria a0 aumento da hemolise € do processo inflamatério
justificando dessa maneira, os niveis séricos elevados da PCRe nos individuos com
doenga falciforme e o alelo mutante para a MPO.

Os modelos estabelecidos na analise multivariada confirmaram o papel sinérgico
de marcadores de risco no desenvolvimento de eventos clinicos ocorridos na doenga
falciforme, comprovando a importincia do monitoramento desses no acompanhamento,
principalmente de criangas coma doenga.

Os resultados apresentados nesse estudo propdem que dosagens bioquimicas
rotineiras podem ter um papel importante no acompanhamento da evolugéo clinica de
individuos com doenga falciforme, uma vez que temos achados significativos em
grupos pediatricos sugerindo que o metabolismo dos lipidios tem papel importante na
modulagdo dos eventos hemolitico, inflamatdrio e infeccioso na doenga falciforme.

Estudos adicionais sd3o necessarios visando esclarecer os mecanismos através
dos quais esses biomarcadores participam nos processos vaso-oclusivos, infecciosos e
inflamatdrios na doenga falciforme, de maneira que possamos entender, especialmente o
papel dos lipidios no estabelecimento do prognéstico clinico dos individuos com doenga

falciforme, bem como o seu papel na vida adulta.
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7 — CONCLUSOES

e A hemoglobina fetal revelou correlagio direta com os marcadores de hemolise €
contagens de leucécitos e plaquetas, mas ndo revelou correlagdo com
biomarcadores de danos teciduais na doenga falciforme.

e A contagem de reticuldcitos demonstrou correlagdo direta com marcadores de
hemélise, comprometimento hepatico, inflamagdo, hemoglobinas, contagem de
leucdcitos, plaquetas e mondcitos € inversa com colesterol HDL, podendo ser
utilizada no acompanhamento dos eventos inflamatorios, alteragdes hepaticas e
ativagdo vascular;

e A contagem de leucdcitos foi diretamente correlacionada a determinagdes
bioquimicas relacionadas a hemoélise, comprometimento hepatico, inflamag3o,
contagem de segmentados € mondcitos, concentragdo de Hb F e S, sugerindo
que esse biomarcador possui papel importante nos eventos de hemélise, aumento
de estresse oxidativo e ativagdo vascular presentes na doenga falciforme;

e Os pacientes pediatricos com doenga falciforme apresentam niveis diminuidos
de colesterol total, HDL-¢c ¢ LDL-c e niveis aumentados de VLDL-c e
triglicerideos quando comparados a criangas normais com perfil de
hemoglobinas AA;

e O colesterol HDL apresentou correlagdo negativa com marcadores de hemdlise,
de inflamagdo, de comprometimento hepético, leucocitos, plaquetas e
hemoglobina S; desta maneira o colesterol HDL pode ser utilizado para auxiliar
no acompanhamento clinico dos individuos com doenga falciforme, uma vez que
pode representar um biomarcador envolvido em varios mecanismos presentes na
doenga;

¢ Os individuos com niveis séricos normais de colesterol HDL apresentaram um
efeito protetor para o desenvolvimento de pneumonias, alteragdes cardiacas e
uso de hemoderivados quando comparados aqueles com niveis diminuidos de
col. HDL, sugerindo que o col. HDL desempenha um papel modulador nos
eventos clinicos mais freqiientes na doenga falciforme;

e A LDH, no presente estudo, foi correlacionada diretamente a marcadores de

hemolise, hepaticos, renais, inflamatorio, colesterol VLDL e triglicerideos,
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sendo desta maneira, um bom marcador de hemoélise e de dano a multiplos
orgdos em criangas com doenga falciforme.

Os triglicerideos demonstraram uma associagdo direta com concentragio de Hb
S e marcadores hepéticos sendo correlacionados negativamente com a contagem
de eritrécitos, concentragio de hemoglobina e hematécrito, podendo ser
considerados em niveis elevados como um marcador de anemia e de
comprometimento hepatico nesse grupo de pacientes. Além disso, o aumento
dos niveis séricos de triglicerideos constitui-se em fator independente de risco
para alteragdes cardiovasculares, devendo ser acompanhados;

O colesterol total demonstrou uma correlagdo positiva com marcadores
hepéticos, 0 que sugere que o comprometimento hepatico na doenga falciforme
pode levar a uma alteragdo no metabolismo lipidico uma vez que o figado
desempenha um papel importante no catabolismo lipidico;

O colesterol LDL correlacionou-se positivamente com a concentragéo de Hb S e
AST e com a contagem de plaquetas, sugerindo sua relagdo a gravidade clinica
maior ¢ a possibilidade de dano hepiticos nos individuos com doenga
falciforme;

A litiase biliar foi associada diretamente a niveis séricos de colesterol total,
colesterol LDL e colesterol VLDL e triglicerideos, sugerindo que estes
biomarcadores podem estar associados, juntamente com os niveis séricos de
bilirrubina total e fragGes na fisiopatogénese desta alteragéo;

O colesterol VLDL foi associado diretamente a marcadores de hemolise, de
comprometimento hepéatico, hemoglobinas, segmentados neutréfilos e ASLO,
sugerindo que este pode ter um papel nos fendmenos de hemdlise e infecciosos
freqiientemente observados na doenga falciforme;

O alelo mutante para a MPO foi associado ao aumento de marcadores de
hemolise, tais como LDH, bilirrubina total e indireta, sugerindo que a presenga
desse alelo possa ter influéncia nos eventos de hemolise apresentados por este

grupo de pacientes.
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8 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Compreender os mecanismos pelos quais o colesterol HDL, LDL, VLDL,
triglicerideos € a LDH estdo associados aos fendmenos vaso-oclusivos e estados
inflamatérios e infecciosos em pacientes com doenca falciforme, investigando a
expressdo de moléculas associadas ao metabolsimo, bem como a sua possivel
utilizagdo como biomarcadores de prognodstico da doenga. Desta forma sera
ampliado o “N” do estudo, com a inclusdo de individuos adultos, sendo resalizados
estudos de Biologia celular, visando compreender o papel da interagdo célula-

mediadores inflamatorios.
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9 - MODELO DE MECANISMO DE ACAO DO COLESTEROL HDL

Com base nos resultados obtidos no presente estudo propomos um modelo de

mecanismo associado a participagdo do colesterol HDL na doenga falciforme.
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FIGURA 23 — Modelo de mecanismo associado a participagdo do colesterol HDL na doenca falciforme.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

g PARA MENORES DE 18 ANOS erm——

Vocé esti sendo convidado a consentir com a  participagdio  do

menor: o em

pesquisas realizadas no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ - BA, cujo titulo esta

especificado a seguir, uma vez que oficialmente € o seu representante legal.

“INVESTIGACAO DE BIOMARCADORES ASSOCIADOS A POTENCIAIS FATORES
PROGNOSTICOS EM PACIENTES PEDIATRICOS COM DOENCA FALCIFORME?”.

A participagdo do menor € totalmente voluntéria e pode ser retirada a qualquer momento, ndo

resultando em punigdes.

O objetivo deste trabalho ¢ investigar aspectos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais da
populagiio atendida na fundacio HEMOBA.

Os registros da participagdo do menor no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo do
conhecimento apenas da equipe participante do projeto ¢ do médico que o acompanha. As
amostras coletadas serdo identificadas por codigo, bem como os dados individuais dos exames e
testes, que serdo do conhecimento somente dos pesquisadores envolvidos na pesquisa. Desta
forma, a sua identidade serd mantida em segredo e nenhum outro grupo tera acesso as
informagdes coletadas, tais como seguradoras, empregadores ou superiores, de acordo com a
resolugdo CNS 340/2004, item V.1.e.

A permissdo para que o menor participe deste estudo ndo implicara na retirada de sangue
adicional, de modo que sera utilizada uma quantidade remanescente da mesma amostra coletada
para a realizagdo dos exames solicitados pelo médico. Também queremos que vocé concorde
que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos futuros, desde
que estes estudos adicionais sejam analisados por um Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos e sigam os aspectos éticos determinados nas resolugdes 196/96 e 347/05 do Conselho

Nacional de Saude.
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como sangramento e dor. Entretanto, a coleta de sangue sera realizada por pessoal habilitado e
especializado, visando diminuir esses riscos. A realizagdo de coletas adicionais dependera do
médico e estard relacionada, simplesmente, a0 acompanhamento clinico e avaliagdo periddica

do menor.

A participagdo do menor no estudo ndo trard beneficios, mas possibilitara a obtengido de dados
que poderdo ser utilizados futuramente no acompanhamento de individuos que apresentam

alguma doenga conhecida e na implantagio de politicas de saude.

Assinatura do responsavel
Data  / [/ RG:

Nome do responsavel (letra de forma)

Enderego

Testemunha 1 Nome:
RG:

Testemunha 2 Nome:

RG:

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores

esclarecimentos:

Dra Marilda de Souza Gongalves - Coordenadora do projeto - Laboratorio de Pesquisa em
Anemias da Faculdade de Farmacia/UFBA e Laboratdrio de Patologia e Biologia Molecular do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - FIOCRUZ. Fone (71) 3176-2226.

Magda Oliveira Seixas — Mestranda responsavel pelo desenvolvimento do projeto — Laboratério
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INVESTIGACAO DE BIOMARCADORES ASSOCIADOS A POTENCIAIS
FATORES PROGNOSTICOS EM PACIENTES PEDIATRICOS COM DOENCA FALCIFORME.

QUESTIONARIO PARA PACIENTES E CONTROLES PG
Nome: {NOME} Sigla: {sig} Telefone: ()
Endereco:
Registro: {REG} N° Pront. HEMOBA: {PRON} Datade Nasc.: /|
Idade: {1} Género: {GENER} ( ) Masculino [0] ( ) Feminino [1]
01. Qual a sua cor? {cor} ( ) Brancaj0) ( ) Negra[l] ( ) Parda;2) ( ) Amarelaj3] ( ) Indigenaj4)
02. Voceé estuda? {EST} ( ) NAO|0] () SIM[1]
03. Nivel de escolaridade: {NESC} ( ) Alfabetiz.[0] () Até4FM[I] ( ) Até8FM|2] ( ) Até3 MD[3]
04. Numero de irmdos:{NIRM} () 010 () 1 () 212 ( ) 313 () 4ou+l[4]
05. Familiares com DF? {FDFALC} ( ) Nenhum|0] ( ) Pai[l] ( ) Mie 2] ( ) Irmio [3]
06. Idade primeira menstruagdo: {IPM} ( ) Naéo menst.[0] () 09-11y1] () 12-142) () 15-17(3)
07. Ja engravidou? {ENGRA} ( ) NAOJ0 () SIMJ[I]
08. Esta gravida? {GRA) ( ) NAO|0] () SIM [1]
09. Usa anticoncepcional? {ANTICO)} ( ) NAOJ0] () SIM[1)
10. Menstruagdo € regular? {MREG) ( ) NAO|0 ( ) SIM [1]
11. Idade do 1° diagnéstico de Doenga () <6m]o0] ( ) 6m-4anos|l] ( ) 5-9anos[2]
Falciforme: {ID} ( ) 10- 14anos [3] ( ) 15-17anos [4]
12. Eletroforese de Hb {EHB} () AA[0] ( ) SS[1 ( ) SCi2 ( ) SBH3] ( ) SBy4]
( ) SDI5]
13. Hapl6tipo {HAPL} ( ) Sen|0] ( ) Carl] ( ) Ben|2] ( ) Cam3] ( ) Sau-Ara[4]
() Atip[5] () Tlej () o7 () 1ms)
14. Talassemia {TAL} ( ) Negativo[0] ( ) Hetero3.7[1] ( ) Homo 3.7|2]
( ) Hetero4.2|3] ( ) Homo 4.2[4]
Mieloperoxidase {MPO} ( ) GGJ0 ( ) AG[I] () AA]2
Alelo mutante Mieloperoxidase ? {MUTMPO} () NAO [0] () SIM [1]
Alfa 1 antitripsina {A1ATP} () MMj0] () MZ|1] () MSj2]
() 8z3] () SS[4] () Zz5
15. Ja esteve internado? {INTER} ( ) NAO|[0] () SIM [1]
Se SIM, quantas vezes? {QINTER) () 110 () 25 () 6-10[2] () 1lou+(3]
Qual especialidade? {ESPEC} ( ) Cardiologia [0] ( ) Oftalmologia [1] ( ) Neurologia [2]
( ) Infectologia [3] ( ) Pneumologia [4] ( ) Cirurgia [5]
( ) Angiologia [6] ( ) Nefrologia [7] ( ) Clinica da Dor [8]
() Outras [9]
16. Jateve pneumonia? {PNEU} ( ) NAO|0] () SIMI[I1]
Se SIM, quantas vezes? {QPNEU} ( ) 1j0] () 2-3[1] () 4-6[2] () 7ou+|3]
Se SIM, teve febre? {FEBRE) ( ) NAOJ0 () SIMJ[I]
Anormalidade no RX? {ARX} ( ) NAO|0 () SIM[1]

Quando internado, usou medicagdo? {MPNEU} ( ) NAOjo () SIM[1
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18.

19.

20.

21.

Quais? {DESCMPNEU}

Teve ou tem esplenomegalia? {ESPLE) ( ) NAO|0 () SIM[1]
Em que periodo? {PERIOESPLE} ( )<6m[0]( )6m-lano[1]( )2-3a[2]( )4-5a[3]( )>6al4]
Teve crise de seqliestro esplénico? {SEQESPLE} ( ) NAO|0] () SIM[I]
Se SIM, quantas vezes? {QSEQESPLE}
Faz uso profiltico de Penicilina? {PROP) ( ) NAO|0 () SIMJI]
Se SIM, qual? {QPEN} ( ) Penicilina V oral [0] ( ) Penicilina benzatina [1]
Se Sim, ha quanto tempo? {QTPEN] ( ) atélano|[0] () tdelanoa3anos]|l]
( ) +3anosas5anos|2] ( ) +5anosa7anos|3]
( ) +de7anos|[4]
Jateve AVC? {AVC) ( ) NAO|0] () SIM[1]
Se SIM, quantas vezes? {QAVC} () 1]0 () 21 C ) 3@ () 4ou+t]3)
Se SIM, seqiielas do AVC? {SEQAVC} ( ) NAO|0] () SIM[1]
J4 fez ressonincia magnética? {RESSOMAG} ( ) NAO|[0] () SIM[I]
Alguma alteragio? {ALTRESSOMAG) ( ) NAO|[0] () SIM[1]
Esplectomizado? {ESPLECTO)} ( ) NAO|0] () SIM[I]
Esplenectomia: {TIPOESPLECTO} ( ) Total [0] ( ) Parcial [1]
Apresenta asma? {ASMA} ( ) NAOJ0] () SIM[1]
Se SIM, quantas crises nos tiltimos 06 meses? {QASMA} () 0/ () 1311 () 4712 ( ) 8out|3]
Faz uso regular de nebulizagdo? {NEBU} ( ) [0]NAO () SIMJ[1]
Tem crises de dor? {CRISDOR) ( ) [0]NAO () SIMJi]
Se SIM, quantas crises nos tltimos 06 meses? {QCRISDOR} () 00 () 1-3[1] () 4-712) ( ) 8out(3]
Quando foi a dltima crise? {ULTCRISDOR () <lmés[0] () 1-3mJ1] () 4mout{2
Usa medicagdo para a dor? {MDOR} ( ) NAO|0 ( ) SIMJI]
Prescrita por um médico? {PRESMDOR} ( ) NAOJ0 ( ) SIMJI]
Assistido por especialista em dor? {ESPECDOR} ( ) NAO|0 () SIMJ[1]
Faz tratamento com hidroxiuréia? {HIDROXI} ( ) NAO|0] () SIM[I]
Faz uso de alguma medicagdo? {MEDIC) ( ) NAO|0] () SIMJ[1]
Se SIM, qual? {DESCMEDIC}
Com que freqiiéncia? {FREQMEDIC} ( ) Diario[0] ( ) Diasalternados[l] ( ) Semanal|2]
() Quinzenal[3] ( ) Mensal [4] ( ) Bimestral[5] ( ) Semestral [6]
Vaso-Ocusdo: {VO)} ( ) NAO|0 () SIMJI] Quantas vezes? {QVO)
Fez uso de alguma medicagdo? (MVO) ( ) NAOJ[0] () SIM[1]
Retinopatia: {RETIN} ( ) NAOJ1 () SIM|2]
Se SIM, fez uso de alguma medicagdo? {MRETIN} ( ) NAO|0] ( ) SIMJI]
Faz consultas periddicas com oftalmo? {CONSOFTAL} ( ) NAO|0] () SIMJ[1]
Infecgdes: {INFEC) ( ) NAOj0] () SIMJI]
Quais? {DESCINFEC} ( ) Rinite [0] ( ) Sinusite[1] ( ) Otite [2]
( ) Faringite [3] ( ) Amigdalite [4] ( ) Outros [5]
Fez uso de alguma medicag&o? {MINFEC} () SIM|0] () NAO [1]
Priapismo: {PRIAP} ( ) NAO|0] () SIMJ[I]
N° de vezes: {QPRIAP} () Até4]0] () 05-09]1] ( ) 10ou+2]

Fez uso de alguma medicagdo? {MPRIAP) ( ) NAO|0] () SIMJI]



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

Ulcera maleolar: {ULCMALEO} () NAO[0] () SIMII] Quantas vezes? {QULCMALEO}

Idade da primeira tlcera: {IDULC}) ( ) Até4anos|[0] () 5911 () 10ou+j2]
Tratou a tlcera? {TRATULC} () NAO [0] () SIM [1]
Qual tratamento? {QUALTRAT}
Sindrome toréxica aguda: {SDTOR ( ) NAOJ0 () SIM[I]
Quantas vezes? {QSDTOR) () Até210] () 03-05[1 () 06ou+[2]
Alteragdes Osseas: {ALTOSSEA} () NAOJo] () SIM[1]
Quais? {DESCALTOSSEA}
Insuficiéncia Renal Aguda: {INSRENAG) ( ) NAO|0] () SIM|[1]
Quantas vezes? {QINSRENAG) () Até2]0] ( ) 03-05[1] ( ) 06ou+|2]
Insuficiéncia Renal Cronica: {INSRENCRO) ( ) NAO|0] () SIM[I]
Idade diagndstico: {IDINSRENCRO} ( ) AtéS5anos [0] () 06-11]1] () 120u+]2]
Alteragdes cardiacas: {INSCARD} () NAO|0] ( ) SIM[1)
Qual alterag@o? {QUALALTCA)
Idade diagndstico: {IDINSCARD} () AtéS5anos|[0] () 06-11[1] () 120u+|2]
Fez eletrocardiograma? {ELETRO} ( ) NAO|0] () SIM[1
Fez ecocardiograma? {ECOCARD} ( ) NAO|0] () SIM|[1]
Seqiiestro hepatico: {SEQHEP} ( ) NAO|0] ( ) SIM[I] Quantas vezes? {QSEQHEP} -
Insuficiéncia respiratoria: {INSRESP)} ( ) NAO|0] ( ) SIM[I] Quantas vezes? {QINSRESP) -
Distrbio do sono? {DISTSONO} ( ) NAO|0] () SIM[I]
Litiase biliar: {LITIBILI} ( ) NAO|0] ( ) SIM[I] Quantas vezes? {QLITIBILI} -
Cirurgia: {CIRURG) ( ) NAO|0] () SIM[I]
Quais? {QUALCIRURG}
Se SIM, fez uso de profilaxia antibi6tica? {PROFANTIB} ( ) NAO|0] () SIM[I]
Completou o calendério vacinal? {CALVAC} ( ) NAO|0 () SIM[I]
Fez uso das seguintes vacinas? {USOVAC} ( ) 7valente [0] () 23valente|[l]
( ) Meningo [2] ( ) Haemophilus [3]
Faz uso de hemoderivados? {HEMODER} ( ) NAO|0] () SIMJI]
Se SIM, quantas vezes ao ano? {QHEMODER}
Possui outra patologia? {PATOLOG) ( ) NAO|0] ( ) SIM [1]
Quais? {DESCPATOLOG} ( ) Hipertensdo [0] ( ) Diabetes [1] ( ) Obesidade [2] ( ) Outras [3]
Vocé trabalha? {TRAB) ( ) NAOI0] () SIM[1]
Tipo de profissdo: {QTRAB}
Se SIM, manipula alguma substancia quimica? {SUBQUIM} ( ) NAOJ0 () SIM|[1)]
Qual? {QSUBQUIM} Freqiiéncia ? {FREQSUBQUI}
Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE} ( ) NAO|0 () SIMJ[1]
Pratica esportes? {ESPOR} ( ) NAO|0 () SIMJ[1]
Faz uso de bebida alcodlica? {BEBE) ( ) NAOJ0 () SIMJ[I)
Se SIM, que freqiiéncia? {FREQBEBE}
Vocé fuma? {FUMA} ( ) NAO|0] () SIMJ[I]

Se SIM, que freqiiéncia? {FREQFUMA}




47.

48.

49.

50.

Faz uso de alguma droga? {DROGA} ( ) NAO|0] () SIM[I]

Em caso de SIM, que freqiiéncia? {FREQDROGA )

Além dos seus pais quantos membros da familia ou parentes sdo apegados a vc? {APEG)

( ) o1 () 02-03(1] () 04-06[2] () 07-10p3]
Quantos amigos vc tém aproximadamente? {AMIGO}

( ) 0110 () 02-0371] () 04-06]2 () 07-10[3)
Com que freqiiéncia vc se retine com seus parentes, amigos ou vizinhos? {REUNI}

() Diariamente ou quase todos os dias [0] () Virias vezes na semana [1]

( ) Varias vezes no més [2] ( ) Virias vezes por ano [3]

Data da pr6xima consulta no HEMOBA: / /

( ) nenhum]4]

( ) nenhum[4]

() Quase nunca [4]



Tabela 13 — Correlagfo entre determinagdes hematoldgicas e percentagem de hemoglobinas.

Hm Hb Ht VCM HCM CHCM Leuco  Segm  Mono  Plag Ret HbS HbF

r 1000 0866 089 -0,657 -0,645 -0,18¢4 -0,510 0,160 -0,222 -0,378 -0499 -0,671 -0,451

Hm p - 0,000 0000 0000 0000 0023 0000 0048 0006 0000 0000 0,000 0,000
N 1ss 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 0866 10004 0974 -03634 -03304 00504 -0,4544 02204 0,192 02914 -04844 -0,655  -0,436

Hb  p 0,000 - 0,000 0000 0000 ,539 0000 0007 0018 0000 0000 0000 0,000
N 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 089 0974 1,000 -0445 -0445 -0,154 -0,504 0,192 0219 0,349 -0479 0,677 -0,405

H p 0000 0,000 - 0,001 0001 0058 0001 0018 0007 0001 0001 0001 0,001
N 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 0,657 -0303% -0,445 1,004 0978% 0218% 0,194% -0,002%4 0265 02454 03224 0353 0,248
VCM  p 0,000 0000 0,000 - 0,000 0007 0017 098 0001 0002 0000 0000 0,015
N 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r  -0,645 -03304 0,445 09784 1,0004 04134 0,155% -0,0044 0272 02444 02974 0365 0223
HCM p 0000 0000 0,000 0,000 -~ 0,000 005 0959 0001 0002 0000 0,000 0,029
N . 15 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r  -0,184 00504 -0,154 02184 04134 1,0004 -0,1234 00014 0066 00854 -0,033%4 0093  -0,015
CHCM p 0023 0539 0058 0007 0,000 - O3 T HEEET 0ATY 0E WL 0 oS
N 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 0510 -0454a4 0,504 0,1944 0,155 -0,1234 11,0004 0,1714 0202 02914 03864 0467 0,346
Leuwco p 0,000 0000 0,000 0017 0056 0,132 - 0,035 0013 0,000 0000 0,000 0,001
. kv 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 01160 02204 01192 .0,0024 -0,004% 0,0014 0,171% 10004 -0252 -0,0914 -0,0694 -0,171  -0,212
Segm p 0,048 0007 0,018 098 0959 0988 0,035 - 0,002 0267 0418 0095 0,038
N 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 0222 B0 D219 0365 0273 0066 0200 A252 1000 0359 | 0,168 0374 0087
Mono p 0006 0018 0007 0001 0001 0417 0013 0,002 - 0,000 0047 0,000 0,397
N 18 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r 0378 -0291a4 -0,349 02454 02444 0,085 02914 -0,0914 0359 10004 02264 038 0434

Plag p 0000 0000 0000 0002 0002 0295 0000 0267 0,000 -~ 0,007 0,000 0,000
N 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 140 142 142

r o 0499 04844 0479 03224 02974 -0,0334 03864 -0,0694 0,168 02264 1,0004 0536 0228

Ret p 0,000 0000 0000 0000 0000 0701 0000 0418 0047 0,007 - 0,000  ,030
N 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 140 130 130
IS 0655 05T 00 BN 009 0461 U 031 0386 0536 10000 aan

HbS p 0000 0000 0000 0000 0000 ,370 0000 0095 0,000 0,000 0,000 - 0,201
N 142 142 142 142 142 142 142 142 142 142 130 142 142

r -0451 -0436 -0,405 0248 0223 -0015 0346 -0212 0,032 0434 0228 0,132 1,000

HoF  p 0,000 0000 0000 0015 0029 0885 0001 0038 0701 0,000 0030 0201 &
N 142 142 142 142 142 142 142 142 142 142 130 142 142

Coeficiente de correlagdo de Spearrman ou Pearson (r); & r = Coeficiente de correlagdio de Pearson Valor de p (p); Ntimero de individuos (N).



Tabela 14 — Associag8o entre niveis de Hemoglobina Fetal e eventos clinicos na doenga falciforme.

Hb Fetal <10 Hb fetal> 10
Sim NZo Sim Nao p OR(IC)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Acidente Vascular Cerebral 05 (5,0 94 (95,0) 02 (5,9) 32 (94,1) 0,5740 0,85(0,14-6,70)
Internagéo 80 (80,8) 19 (19,2) 28 (80) 07 (20) 0,8849 1,05 (0,36 - 3,02)
Crise de Dor 80 (80,8) 19 (19,2) ol - (15) 09 (25) 0,6198 1,40 (0,51 - 3,77)
Crise vaso-oclusiva 82 (74,5) 17 (25.5) 28 (77,8) 08 (22,2) 0,6762 1,38 (0,48 - 3,87)
Uso de Hidroxiuréia 07 (6,7) 97 (93,3) 02 (5,3) 36 (94,7) 0,5500 1,30 (0,23 - 9,53)
Infecgbes 44 (53,7) 38 (46,3) 19 (67,9) 09 (32,1) 0,2756 0,55 (0,2 - 1,47)
Pneumonia 53 (53,5) 46 (46,5) 18 (51,4) 17 (48,6) 0,9859 1,09 (0,47 - 2,52)
Priaprismo 05 (10,4) 43 (89,6) 00 (0,0) 21 (100,0) 0,1523 -—-
Esplenomegalia 110112) 87 (88,8) 10 (28,6) 25 (71,4) 0,0318 0,32 (0,11 -0,92)
Sequestro esplénico 09 (9,2) 89 (90,8) 08 (22,9) 27 (77,1) 0,0415 0,34 (0,11 -1,09)
Ulcera maleolar 02 (2,0 97 (98,0) 01 (2,9) 34 (97,1) 0,5999 0,70 (0,05 - 20,21)
Alteragcbes cardiacas 37 (37,4) 62 (62,6) 11 (31,4) 24 (68,6) 0,6705 1,30 (0,53 - 3,22)
Insuficiéncia respiratéria 02 (2,0) 97 (98,0) 01 (2,9) 34 (97,1) 0,5999 0,70 (0,05 - 20,21)
Litiase biliar 07 (71) 92 (92,9) 01 (2,9) 34 (97,1) 0,3322 2,59 (0,30 - 58,01)
Uso de Hemoderivados 52 (52,5) 47 (47,5) 20 (57,1) 15 (42,9) 0,7842 0,83 (0,35 - 1,93)
* x* corrigido por Yates ** Teste exato de Fisher
Tabela 15 — Associag#o entre niveis leuccitos e eventos clinicos na doenga falciforme.
Leucécitos < 10.000 Leucdcitos > 10.000
Sim N&o Sim Nao P OR(IC)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Acidente Vascular Cerebral 01(2,4) 40 (97,6) 07 (6,8) 96 (93,2) 0,2791 0,34 (0,02 - 2,93)
Internagéo 29 (70,7) 12 (29,3) 88 (85,4) 15 (14,6) 0,0420 0,41 (0,16 - 1,07)
Crise de Dor 28 (66,7) 14 (33,3) 88 (85,4) 15 (14,6) 0,0195 0,34 (0,13 -0,86)
Crise vaso-oclusiva 31(73,8) 11 (26,2) 88 (85,4) 15 (14,6) 0,1564 0,48 (0,18 - 1,26)
Uso de Hidroxiuréia 05 (10,9) 41 (89,1) 04 (3,8) 102 (96,2) 0,0953 3,10 (0,68 — 14,68)
Infecgbes 15 (44,1) 19 (55,9) 51 (60,0) 34 (40,0) 0,1704 0,53 (0,22 - 1,27)
Pneumonia 11 (26,8) 30(77,2) 66 (64,1) 37 (35,9) <0,0001 0,21 (0,09 - 0,49)
Priaprismo 02 (10,0) 18 (80,0) 03 (5,5) 52 (94,5) 0,4032 1,93 (0,20 - 15,98)
Esplenomegalia 05 (12,2) 36 (87,8) 16 (15,7) 86 (84,3) 0,7854 0,75 (0,22 - 2,40)
Segﬂestro esplénico 02 (5,0) 38 (95,0) 16 (15,5) 87 (84,5) 0,1545 0,29 (0,04 - 1,40)
Ulcera maleolar 00 (0,0) 41 (100,0) 04 (3,9) 99 (96,1) 0,2573 -
Alteracbes cardliacas 10 (24,4) 31 (75,6) 40 (38,8) 63 (61,1) 0,1473 0,51 (0,21 - 1,23)
Insuficiéncia respiratéria 02 (4,9) 39 (95,1) 01 (1,0) 102 (99,0) 0,1951 5,23 (0,36 — 150,27)
Litiase biliar 01 (2,4) 40 (97,6) 07 (6,8) 96 (93,2) 0,2791 0,34 (0,02 - 2,93)
Uso de Hemoderivados 11 (26,8) 30 (73,2) 66 (64,1) 37 (35,9) <0,0001 0,21 (0,09 - 0,49)

* x* corrigido por Yates ** Teste exato de Fisher



Tabela 16 — Associag#o entre niveis de triglicérides e eventos clinicos na doenga falciforme.

Triglicérides < 130 Triglicérides > 130
Sim Nao Sim NZo p OR (IC)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Acidente Vascular Cerebral 07 (5,9) 111 (94,1) 01 (4,0) 24 (96,0) 0577 1,51 (0,7 — 34,25)
Internacéo 96 (81,3) 22 (18,6) 20 (80,0) 05 (20,0) 0,534** 1,09 (0,32 - 3,54)
Crise de Dor 93 (78,2) 26 (21,8) 23 (92,0) 02 (8,0) 0,088** 0,31 (0,05 - 1,50)
Crise vaso-oclusiva 96 (80,7) 23 (19,3) 23 (92,0) 02 (8,0) 0,141** 0,36 (0,05 -1,77)
Uso de Hidroxiuréia 09(7,3) 115 (92,7) 00 (0,0) 26 (100,0) 0 3 7 -
Infecgdes 55 (54,5) 46 (45,5) 11 (64,7) 06 (35,3) 0,600* 0,65 (0,18 - 2,11)
Pneumonia 60 (50,9) 58 (49,1) 16 (64,0) 09 (36,0) 0,329* 0,58 (0,21 - 1,54)
Priaprismo 05 (7,9) 58 (92,1) 00 (0,0) 12 (100,0) 0407 e
Esplenomegalia 16 (13,7) 101 (86,3) 05 (20,0) 20 (80,0) 0291 0,63 (0,19 —2,48)
Sequestro esplénico 14 (11,9) 104 (88,1) 04 (16,7) 20 (83,3) 0,360** 0,67 (0,18 -2,71)
Ulcera maleolar 03 (2,5) 115 (97,5) 00 (0,0) 25 (100,0) 0,559** ———
Alteragdes cardiacas 38 (32,2) 80 (67,8) 12 (48,0) 13 (52,0) 0,209* 0,51 (0,20 - 1,34)
Insuficiéncia respiratéria 03 (2,5) 115 (97,5) 00 (0,0) 25 (100,0) 0,559** -
Litiase biliar 03 (2,5) 115 (97,5) 05 (20,0) 20 (80,0) 0,605** 1,05 (0,20 - 5,77)
Uso de Hemoderivados 57 (48,3) 61 (51,7) 19 (76,0) 06 (24,0) 0,021* 0,90 (0,10 - 0,86)

* ? corrigido por Yates ** Teste exato de Fisher

Tabela 17 — Associag8o entre niveis “very low density lipoprotein” (VLDL) e eventos clinicos na doenga falciforme.

VLDL <40 VLDL > 40
Sim Nao Sim Nao p OR(IC)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Acidente Vascular Cerebral 08 (5,8) 129(94,2) 00 (0,0) 06 (100,0) 0,208 R
Internagéo 112 (81,7) 25 (18,3) 04 (66,7) 02 (33,3) 0,317* 2,24 (0,27 — 15,46)
Crise de Dor 110 (79,7) 28 (20,3) 06 (100,0) 00 (0,0) 0,266** —————e
Crise vaso-oclusiva 113 (81,9) 25 (18,1) 06 (100,0) 00 (0,0 0,311** e
Uso de Hidroxiuréia 09 (6,2) 136 (93,8) 00 (0,0) 06 (100,0) 0,687** —meee
Infecgbes 64 (56,1) 50 (43,9) 02 (50,0) 02 (50,0) 0,596** 1,28 (0,12 — 13,24)
Pneumonia 72 (52,5) 65 (47,5) 04 (66,7) 02 (33,3) 0,402** 0,55 (0,07 - 3,68)
Priaprismo 05 (6,9) 67 (93,1) 00 (0,0 03 (100,0) 0811 -—---
Esplenomegalia 19 (14,0) 117 (86,0) 02 (33,3) 04 (66,7) 0,216™* 0,32 (0,05 -2,77)
Sequestro esplénico 16 (11,8) 120 (88,2) 02 (33,3) 04 (66,7) D387 0,27 (0,04 - 2,30)
Ulcera maleolar 03 (2,2) 134 (97,8) 00 (0,0) 06 (100,0) 0,878** ———en
Alteracbes cardiacas 47 (34,3) 90 (65,7) 03 (50,0) 03 (50,0) 0,350** 0,52 (0,08 - 1,40)
Insuficiéncia respiratéria 03 (2,2) 134(97,8) 00 (0,0 06 (100,0) 0,878** e
Litiase biliar 03 (2,2 131 (97,8) 02 (33,3) 04 (66,7) 0,024** 0,05 (0,00 - 0,53)
Uso de Hemoderivados 71 (51,8) 66 (48,2) 05 (83,3) 01 (16,7) 0,136** 0,22 (0,01 - 1,98)

* 2 corrigido por Yates ** Teste exato de Fisher



Tabela 18 — Associagdo entre niveis de Desidrogenase latica (LDH) e eventos clinicos na doenga falciforme.

LDH <414 LDH > 414
Sim Nao Sim Nao p OR (IC)
N (%) N (%) N (%) N (%)
Acidente Vascular Cerebral 00 (0,0) 26 (100,0) 08 (6,8) 109 (93.2) 0,192* SRS
Internagéo 19 (73,1) 07 (26,9) 97(82,9) 20 (17,1) 0,187* 0,56 (0,19 — 1,20)
Crise de Dor 19 (76,9) 07 (26,9) 97(822) 21 (17.8) 0,429* 0,59 (0,20 - 1,77)
Crise vaso-oclusiva 20 (76,9) 06 (23,1) 99 (83,9) 19 (16,1) 0,277* 0,64 (0,21 — 2,05)
Uso de Hidroxiuréia 04 (13,3) 26 (86,7) 05 (4,1)  116(95)9) 0,078** 3,57 (0,74 — 16,08)
Infeccdes 12 (52,2) 11 (47,8) 54(56,8) 41 (43.2) 0,864* 0,83 (0,30 - 2,27)
Pneumonia 13 (50,0) 13 (50,00 63(53,8) 54 (46,2) 0,890* 0,80 (0,34 - 2,17)
Priaprismo 02 (12,5) 14 (87,5 03 (51) 56 (94,9) 0,288* 2,67 (0,28 - 22,71)
Esplenomegalia 06 (23,1) 20 (76,9) 15(12,9)  101(87,1) 0,155 2,02 (0,61 — 6,48)
Sequestro esplénico 03 (12,0) 22 (88,0) 15(12,8) 102 (87.2) 0,607** 0,93 (0,19 - 3,85)
Ulcera maleolar 00 (0,0) 26(100,0) 03 (26) 114(97.4) 0,545** Jd
Alteragées cardiacas 11 (42,3) 15 (57,7)  39(33,3) 78 (66,7) 0,522* 1,47 (0,56 — 3,79)
Insuficiéncia respiratria 02 (7,4) 25 (926) 02 (1,7)  115(98,3) 0,159** 4,60 (0,44 - 48,70)
Litiase biliar 02 (7,7) 24 (92,3) 06 (51)  111(94,9) 0,445** 1,54 (0,20 - 9,29)
Uso de Hemoderivados 13 (50,0) 13 (50,0) 63 (53,8) 54 (46,1) 0,890* 0,86 90,34 — 2,17)

* 2 corrigido por Yates ** Teste exato de Fisher



ANEXO I - VALORES DE REFERENCIA PARA DETERMINACOES

HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Mulheres
40-54
11,3-16,3
35,0 —49,0
80,0 — 98,0
27,0-32,0
31,0 -35,00

Aumentado
> 200 mg/dL
> 240 mg/dL

Limitrofe
170 a 199 mg/dL
200 a 239mg/dL

110— 129 mg/dL. > 130 mg/dL.
Aumentado

> 100 mg/dL

>240 mg/dL

>200mg/dL

Hematologia
Homens
Hemacias (milhdes/mL) ------~--—-—-- 4,5-6,1
Hemoglobina (g/dL)----------------—-- 12,8-17,8
Hematocrito (%) 40,0 -54,0
VGM (fL) 80,0 - 98,0
HCM (pg) 27,0-32,0
CHCM (%) 31,0-35,0
Leucécitos 4.000 — 10.000
Neutroéfilos 2.500 — 7500
Bastonetes-------~--------- 40 - 400
Segmentados—------------- 1600 — 7000
Eosinofilos 400 - 600
Basofilos 0-300
Linf6citos tipicos---------==----- 720 — 4800
Linfécitos atipicos---------=---- 0-300
Mondcitos 120 — 1000
Plaquetas 150.000 — 450.000
Reticuldcitos 0,5-1,5%
Bioquimica
Desejavel
Colesterol total----------- 2 a 19anos <170 mg/dL
20 ou mais <200 mg/dL
Colesterol HDL---------- até¢ 10 anos > 40 mg/dL
11 oumais  >35 mg/dL
Colesterol - LDL-----—--- 2a19anos <110 mg/dL
Colesterol — VLDL------ <40 mg/dL
Desejavel
Triglicerideos----------- < 10 anos at¢ 100 mg/dL
10a19anos  até 130 mg/dL
> 20 anos até 199 mg/dL
Uréia 15 a 40 mg/dL
Creatinina: 0,4 a 1,3 mg/dL
Ferro sérico------------- Homem65 a 175 mcg/dL
Mulher 50 a 170 mcg/dL
Criangas (2 a 12anos) 22 a 135 mcg/dL
TGO até 42 U/L
TGP até 41 U/L
Bilirrubina total----------- - até 1,3 mg/dL
Bilirrubina direta---------- - até 0,4 mg/dL
Bilirrubina indireta———---- -  até 0,9 mg/dL
Proteinas totais------------ - 6,0-8,0g/dL
Albumina---------=-mcmemm 3,5-5,5 g/dL
Globulinas---------==---- - 2,3-3,5g/dLL
RE Albu/Glob------------- - 1,0-25
LDH 207 — 414 U/L (37°C)
Ferritina - Homens 23,9 a335,2 ng/mL
Mulheres 11,0 a 305,8 ng/mL
ASLO <200 U/mL
PCR <6,0 mg/L
Alfa 1 antitripsina--------—- 80 a 200 mg/dL
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