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RESUMO
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O traco falciforme (HbAS) é o heterozigoto da anemia falciforme, portador do gene S
assintomatico e considerado, ainda, clinicamente normal. Estudos epidemiolégicos mostram
sua alta prevaléncia na populacdo brasileira sendo que, em determinadas cidades do Rio
Grande do Sul, estima-se uma frequéncia de 1:75 habitantes. Novos estudos tém apontado que
o0 portador do traco falciforme, por apresentar aproximadamente 40% de HbS, tem
envolvimento com estresse oxidativo, o qual pode atuar na progressdo da doenca. A
Superoxido Dismutase (SOD) é uma enzima antioxidante que pode ter sua atividade
diminuida em algumas patologias. O polimorfismo mais comum da MnSOD € o Alal6Val,
que é resultado de uma mutacdo que substitui o codon original GCT (alanina) para GTT
(valina). O alelo valina (V) dificulta o transporte e a entrada da enzima para dentro da
mitocdndria diminuindo, assim, a capacidade antioxidante do individuo e favorecendo as vias
de estresse oxidativo. O objetivo deste trabalho foi analisar a presenca do polimorfismo
Alal6Val MnSOD em portadores do trago falciforme e associad-lo com biomarcadores de
estresse oxidativo. Os participantes do estudo foram recrutados junto ao Banco de Sangue do
Hospital da Santa Casa de Caridade de Uruguaiana. Ao total obteve-se 102 individuos, sendo
50 do grupo controle e 52 do grupo traco falciforme (HbAS). Apos a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, foi realizada a coleta de sangue venoso. Dois tubos
contendo EDTA foram coletados para as analises hematologicas, gendmicas e de estresse
oxidativo. Os resultados encontrados apontam que o0s portadores do trago falciforme
apresentam as atividades da catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase
significativamente diminuidas (p<0,001) em relacdo ao grupo controle. O mesmo também foi
observado com os niveis de compostos antioxidantes como a glutationa, vitamina C e status
antioxidante total (p<0,001). Entretanto, os portadores do traco falciforme apresentam
aumento estatisticamente significativo (p<0,001) no dano oxidativo a biomoléculas como
carbonilacdo de proteinas, lipideos e 0 DNA. A analise do polimorfismo Alal6Val MnSOD
mostrou 100% do gendtipo AV no grupo controle e 21% do gendtipo AA e 79% do genotipo
AV no grupo HbAS. O presente estudo ndo conseguiu, todavia, associar o polimorfismo com
0s biomarcadores de estresse oxidativo. Sugere-se, dessa forma, que o portador do trago
falciforme possui aumento do estresse oxidativo e o polimorfismo Alal6Val MnSOD parece
ndo estar associado aos parametros analisados. Entretanto, por esse estudo ser o primeiro a ser
relatado, espera-se que em uma populacdo maior de HDAS seja possivel ampliar o
conhecimento acerca dessa alteragdo genética.

Palavras-chave: traco falciforme, Alal6Val MnSOD, hematologia, estresse oxidativo.
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Sickle cell trait (SCT) is the heterozygote of sickle cell anemia (HbAS), which carries the
asymptomatic S gene and is considered clinically normal. Epidemiological studies show its
high prevalence in the overall Brazilian population, and in certain cities such as Rio Grande
do Sul, where a frequency of 1.75 is estimated. Recent studies have pointed out that the SCT
because it represents approximately 40% of hemoglobin S (HbS), is involved with oxidative
stress, which can act in the progression of the disease. Superoxide dismutase (SOD) is an
antioxidant enzyme that may have decreased activity in some pathologies. The most common
MnSOD polymorphism is Alal6Val, which is the result of a mutation that replaces the
original GCT (alanine) codon for GTT (valine). The valine allele (V) hinders the transport and
entry of the enzyme into the mitochondria, thereby both reducing the antioxidant capacity of
the individual and favoring oxidative stress pathways. The aim of this study is to analyze the
presence of the Alal6Val MnSOD polymorphism in patients with SCT and to associate it
with biomarkers of oxidative stress. The study participants were recruited from the Blood
Bank of the Santa Casa de Caridade Hospital of Uruguaiana. A total of 102 individuals were
enrolled, 50 in the control group and 52 in the SCT group. After obtaining written informed
consent, venous blood was collected. For each one, two tubes containing EDTA were
collected for hematological, genomic, and oxidative stress analyses. The results showed that
sickle cell carriers exhibit significantly decreased (p < 0.001) catalase, superoxide dismutase,
and glutathione peroxidase activities compared with the control group. The same was also
observed for the levels of antioxidant compounds such as glutathione, vitamin C, and total
antioxidant status (p < 0.001). However, patients with SCT presented a statistically significant
increase (p < 0.001) in oxidative damage to biomolecules such as protein carbonylation, lipid
peroxidation, and DNA. Analysis of the Alal6VVal MnSOD polymorphism showed 100% of
the AV genotype in the control group, and 21% of the AA genotype and 79% of the AV
genotype in the HbAS group. Although the current study could not associate the
polymorphism with oxidative stress biomarkers, it suggested the SCT increased oxidative
stress, and the Alal6Val MnSOD polymorphism was not associated with the parameters
analyzed. However, because this study is the first to report these findings regarding the
Alal6Val MnSOD polymorphism, it is expected that in a larger HbAS population, it will be
possible to gain a better understanding of this genetic alteration.

Keywords: Sickle cell trait, Alal6VVal MnSOD, hematology, oxidative stress.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes principais. Na parte | encontra-se a
INTRODUGAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e os OBJETIVOS. Os resultados que
fazem parte desta dissertacdo, assim como as se¢des materiais e métodos, resultados,
discussdao e referéncias, estdo apresentados sob a forma de manuscrito, no item
MANUSCRITO, que esta na parte Il deste trabalho. O item CONCLUSAO, que apresenta
interpretacdes e comentérios gerais sobre os resultados mostrados nos manuscritos deste
trabalho, encontra-se na parte 111 desta dissertacdo, assim como o item PERSPECTIVAS,
onde estdo expostos 0s possiveis estudos para dar continuidade a este trabalho, e o item
REFERENCIAS, que se refere somente as citacBes que aparecem nos itens introducdo e

revisdo bibliogréafica desta dissertacao.
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PARTE |

1 INTRODUCAO

As hemoglobinopatias sdo patologias provenientes de alteragdes hereditérias
autossdmicas recessivas na hemoglobina (Hb). Essas alteracbes modificam a estrutura da
molécula e geram, por conseguinte, hemoglobinas variantes (BETTATI; MOZZARELLI;
PERUTZ, 1998). Aproximadamente 7% da populacdo mundial é portadora grave de uma
alteracdo em um dos genes da cadeia globinica, tornando esse tipo de caso uma preocupacao
ao nivel de saude publica mundial (EMBURY, 1995; PAULING et al., 1949).

A alteracdo estrutural mais frequente da molécula de Hb é a anemia falciforme, resultado
da substitui¢do do acido glutamico pelo aminoacido valina na posig¢do 6 da cadeia $-globina,
resultando na hemoglobina S (HbS). Esta mutacdo de ponto estd comumente associada a
africanos e afrodescendentes e, por isso, possui maior incidéncia em paises da América
Central e do Sul, bem como os paises da Africa, india e, também, Estados Unidos. No Brasil,
essa incidéncia varia conforme a miscigenacdo das diferentes regides do pais
(CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015; MANFREDINI et al., 2008; MATHEW et al.,
2016).

O gene da anemia falciforme pode se manifestar de duas formas: por homozigose e
heterozigose. O doente falciforme é caracterizado por homozigose da HbS (SS) e possui
drepandcitos, ou seja, hemacias em formato de foice em sua corrente sanguinea. Essa
caracteristica causa um dos principais sintomas relacionado a doenca: as crises vaso-oclusivas
(CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015). J& o heterozigoto (também chamado traco
falciforme - HbAS), é apenas o portador do gene S, ou seja, € capaz de produzir tanto HbA
como HbS (aproximadamente 40% de HbS). Contudo, os heterozigotos sdo individuos, em
grande parte, assintomaticos e sem alteracdes hematoldgicas significativas (BEHERA et al.,
2012). Os estudos mais recentes, entretanto, sugerem que o portador do traco falciforme deva
ser reestudado e apontam ao aumento do estresse oxidativo nesses individuos, contribuindo
para um maior dano oxidativo tecidual (CHIRICO et al., 2012a; MANFREDINI et al., 2008;
REES; GIBSON, 2011; VOSKOU et al., 2015).

Os organismos aerdbios metabolizam, em condi¢des normais, aproximadamente 90% do
oxigénio na mitocondria. Parte desse oxigénio, porém, € desviado para outras rotas

metabdlicas formando, as espécies reativas de oxigénio (ERO) (GORLACH et al., 2015).
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Quando a producdo de ERO se sobressai perante a sua eliminagcdo por parte das defesas
antioxidantes, o organismo perde o equilibrio e entra, assim, no estado de estresse oxidativo
(JEONG et al., 2012; NARENDHIRAKANNAN; HANNAH, 2013; REUTER et al., 2010).

Para combater ou neutralizar a intensa producdo de ERO, os organismos desenvolveram
um complexo mecanismo de reparo fisico e quimico: os antioxidantes. Esse sistema de defesa
conta com antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes ndo enzimaticos séo
representados, principalmente, pela glutationa (GSH), tidis ndo proteicos, acido ascorbico
(vitamina C) e a-tocoferol (vitamina E). Ja a defesa enzimatica conta com a atividade de trés
enzimas antioxidantes principais: superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT) (HALLIWELL, 2006; MILLER; SHAW,; LANGRISH, 2012).

A SOD ¢ a primeira enzima antioxidante na mitocéndria que converte ERO em oxigénio
e peroxido de hidrogénio. E uma enzima que possui 3 isoformas, sendo a MnSOD, que se
encontra dentro da mitocondria, a mais importante (CHURCH et al., 1992). A SOD
dependente de manganés é codificada por um gene que contém cinco éxons e que estd
localizado na posicdo 25 do braco longo do cromossomo 6 (6g25) (WISPE et al., 1989). Por
ser produzida no citosol, essa enzima necessita ser transferida para dentro da mitocondria para
que exerca a sua funcdo. Todo esse processo descrito é coordenado por uma sequéncia
peptidica presente no inicio da proteina MnSOD; e é exatamente nessa sequéncia que um dos
principais polimorfismos desse gene ocorre (DUARTE et al., 2010; VALKO et al., 2007).

O polimorfismo Alal6Val é resultado de uma mutacdo que substitui uma citosina por
uma timina na sequéncia codificadora anteriormente descrita, fazendo com que o codon
original GCT (alanina) seja convertido para GTT (valina). A partir disso, trés genotipos foram
descritos: genotipo AA, gendtipo AV e gendtipo VV (ROSENBLUM; GILULA; LERNER,
1996). O alelo valina (V) influi na conformacdo da sequéncia da proteina e acaba por
dificultar o transporte e a entrada da enzima para dentro da mitocodndria, onde exercera seu
papel. Portanto, individuos portadores do alelo Val (V) possuem uma eficiéncia enzimatica
menor do que aqueles portadores do alelo Ala (A) e, consequentemente, sua capacidade
antioxidante é reduzida, resultando em um aumento no estresse oxidativo dos mesmos
(DUARTE et al., 2010; SHIMODA-MATSUBAYASHI et al., 1996).

Portanto, diante do exposto, tornou-se justificavel o objetivo deste estudo: determinar
a presenca do polimorfismo da AlaléVal MnSOD em portadores do traco falciforme e

associa-lo com biomarcadores de estresse oxidativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anemia Falciforme

As hemoglobinopatias sdo patologias provenientes de alteragdes hereditarias
autossdémicas recessivas na molécula hemoglobina (Hb), proteina dos glébulos vermelhos
(ADORNO et al., 2005). Essas alteracbes, sdo herdadas dos nossos pais, modificam a
estrutura da molécula e geram, desse modo, hemoglobinas variantes (BETTATI;
MOZZARELLI; PERUTZ, 1998; SERJEANT, 1997). A variacdo estrutural mais comum da
molécula de Hb ocorre nas pessoas com anemia falciforme (AF), doenca essa que foi
pioneira na caracterizacdo molecular (EMBURY, 1995; PAULING et al., 1949).

A denominacdo anemia falciforme, também chamada de anemia drepanocitica ou
drepanocitose, vem do Latim falci (“foice”) e forme (“em formato de”) justamente pelo fato
de que, nessa doenga, os eritrdcitos, normalmente arredondados, adquirem uma forma
irreversivel de “meia-lua” ou “foice” (Figura 1). A designagdo “anemia falciforme” ¢
reservada para a forma da doenca que ocorre em homozigotos para a mutacdo (HbSS). Essa
modificacdo, a qual conduz a alteracBes na estabilidade e solubilidade da molécula, é
resultado da substitui¢ao do acido glutdmico pelo aminoacido valina na posi¢ao 6 da cadeia [3-
globina, gerando a hemoglobina S (HbS) (CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015;
VICHINSKY, 2012).

FIGURA 1 - Presenca de drepandcitos no sangue periférico.
Fonte: HERRICK, 2001.

A manifestacdo mais comum desta doenca resulta da heranca homozigotica da mutacgéo,

sendo normalmente referida como "HbSS", condicdo que faz com que esses individuos
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produzam, predominantemente, a hemoglobina S. Entretanto, o grau de gravidade da doenca
falciforme pode mudar pois a hemoglobina variante combina-se, também, com outras
hemoglobinas anormais. As formas heterozigéticas conhecidas sdo as que fazem associacao
com variantes como HbC, HbD, HbE e as interagdes com as talassemias a, ° e f+ ou mesmo
com HbA. A presenca de apenas um gene para a hemoglobina S, combinado com outro gene
para hemoglobina A, caracteriza o individuo como portador do trago falciforme,
possibilitando que a pessoa produza tanto a HbS como a hemoglobina normal (HbA), sendo
que somente até 40% da hemoglobina do portador é falcizada. Quando pareadas a
hemoglobina A, outras hemoglobinas mutantes (HbC, HbD e HbE) também ndo causam
sintomas clinicos, porém, quando pareadas com a HbS, apresentam quadro clinico semelhante
ao da anemia falciforme (BEHERA et al., 2012; MATHEW et al., 2016). Portadores do traco
falciforme possuem, comprovademente, um beneficio frente a outra doenca: essa
caracteristica Ihes confere protecdo e resisnténcia contra a maléaria (PIEL et al., 2010;
SERJEANT, 1997).

2.1.1 Epidemiologia

Mais de 300.000 bebés nascem, todo ano, com algum tipo sério de hemoglobinopatia e
aproximadamente 5% da populacdo mundial carrega o traco do gene para algum tipo de
desordem na molécula de hemoglobina, destacando-se, principalmente, a doenca falciforme e
a thalassemia (WHO, 2011). Em um estudo feito pela Global Burden of Disease (2015), o
qual rastreou-se doencas agudas e crénicas em 188 paises entre os anos 1990 e 2013,
constatou-se uma prevaléncia em torno de 3,18 milhGes de casos de AF e 43 milhdes de casos
de traco falciforme, somente no ano de 2013. Diante destes fatos, é preciso encarar essa
realidade como uma preocupacdo a nivel de satde publica mundial.

A prevaléncia do gene para a HbS é maior em africanos e também é vista em outros
paises do mundo como o Brasil, por exemplo, que sofreram, hd muitos anos atras, migracao
da populacdo africana pelo trafico de escravos. A Nigéria, provavelmente, possui 0 maior
numero de pessoas com essa caracteristica, com cerca 25-30% da populacdo. Nos Estados
Unidos, um estudo de duas decadas revelou que 1,5% dos nascidos vivos possuem 0 gene
falciforme e que essa preveléncia em afro-americanos é de, aproximadamente, 8% (KOTILA,
2016; MATHEW et al., 2016).

Atualmente, existe uma grande miscigencdo do gene no mundo todo e, por isso, a anemia
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falciforme deixou de ser uma doenga exclusivamente de afro-descendentes. Estima-se que
cerca de 1% da populagéo europeia possua agora um gene para a hemoglobinopatia, a maioria
dos quais codifica o gene falciforme. Em um estudo feito por Kunz e colaboradores (2016),
um rastreamento de recém-nascidos entre imigrantes alemées mostrou uma prevaléncia de 22
casos a cada 1.000 nascimentos. A prevaléncia das caracteristicas em outras populacfes
ocidentais vem aumentando muito ao longo dos anos e tornou-se preocupante por ser um
problema de saude publica mundial (KOTILA, 2016).

E de grande importancia que essa doenca seja diagnosticada logo na primeira infancia.
Paises mais subdesenvolvidos e com poucos recursos, como a maioria dos paises africanos,
por exemplo, ainda possuem grande taxas de mortalidade. Na Africa Subsaariana, a anemia
falciforme é responsavel por, aproximadamente, até 6% de todas as mortes em criancas. A
unica forma de que esse panorama mude é conslidando recursos de diagnostico precoce e
trabalhando em melhorias para o tratamento dos sintomas, visando a qualidade de vida de
cada individuo afetado (CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015).

2.1.2 Distribuicio do gene S no Brasil

Quando comparadas com outras doencas diagnosticadas pelo Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN), as hemoglobinopatias sdo as doencas genéticas mais comuns nos
recém-nascidos brasileiros. A hemoglobina S € a variante de hemoglobina mais prevalente no
pais e sua distribuicdo é bastante heterogénea, dependendo diretamente da populacéo
afrodescendente que compde o Brasil e, por isso, sua prevaléncia varia consideravelmente nas
5 regides do pais. (DINIZ et al., 2009; VIANA-BARACIOLI et al., 2011).

Estima-se que, no Brasil, aproximadamente 4% da populacdo geral brasileira e 6-10%
dos afrodescendentes sejam portadores do traco falciforme (HbAS). O gene para a HbS é mais
frequente nos estados da regido Norte e Nordeste, se comparados aos estados da regido Sul
(LERVOLINO et al., 2010). Conforme figura 2, dados do Programa Nacional de Triagem
Neonatal mostram que, no estado da Bahia a incidéncia da doenca falciforme é de 172 casos
para cada 100 mil habitantes, enquanto o trago falciforme estd presente em 9,8% da
populacdo. No Rio de Janeiro, 60 casos de DF para 100 mil habitantes e 13,96% para o trago.
A presenca dessa mutagdo, na regido Sul, é consideravelmente mais baixa em relagdo as
outras regides do pais, onde o estado do Rio Grande do Sul, por exemplo, que possui

majoritariamente imigracdo de descendentes italianos, alemdes e poloneses, possui uma
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frequéncia de 0,85 caso de DF para cada 100.000 pessoas e 1,14% de casos de trago
(BRASIL, 2012).

Segundo o Ministério da Saude, nascem no Brasil, aproximadamente, 3,5 mil criancas
por ano com DF e 200.000 com traco falciforme e, estima-se, que 7,2 milhdes pessoas sejam
portadoras do traco (HbAS) e que 25 a 30 mil pessoas tenham AF (FELIX; SOUZA,

RIBEIRO, 2010).
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FIGURA 2 — Frequéncia do gene S no Brasil
Fonte: Adaptado de LERVOLINO, 2010.

2.1.3 Fisiopatologia

A patogénese da anemia falciforme gira em torno da polimerizacdo da HbS
desoxigenada. Em seu estado oxigenado, a conformacao estrutural das cadeias globinicas beta
S ficam mais separadas e, por isso, a molécula de hemoglobina S fica “relaxada”. Quando em
estado desoxigenado, as cadeias globinicas beta S ficam mais préximas e, consequentemente,
a molécula de hemoglobina fica mais tensa. Todo esse quadro, em condi¢cbes com baixa
pressdo de oxigénio, contribui com a “falcizagdo” do eritrdcito, em um processo que €
chamado de polimerizagdo da HbS desoxigenada (BEHERA et al., 2012; MANFREDINI et

al., 2008).
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Esse fato € de grande importancia para a compreensdo do processo de vaso ocluséo
(Figura 3). Além de mudarem seu formato sob condic¢Ges de hipdxia, desidratagdo ou acidose,
os eritrocitos (agora chamados de drepandcitos) se tornam mais suscetiveis a aderéncias, 0
que facilita a aglomeracdo ou aprisionamento dessas células dentro dos vasos sanguineos,
principalmente os de menor calibre, fazendo com que o fluxo sanguineo diminua e gere crises
de dor, infarto e sindrome torécica aguda (KOTILA, 2016; MATHEW et al., 2016). As crises
vaso-oclusivas séo, hoje, a principal causa de admissao em hospitais desses pacientes. Estudos
relatam que, quando a proporcdo de células contendo HbS excede 30 a 40%, a resisténcia ao
fluxo sanguineo aumenta consideravelmente (CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015).

Oxygenated erythrocyte containing HbS

Deoxygenated erythrocyte with polymerisation of HbS

Dehydrated, sickled erythrocyte

Occlusion of postcapillary venules (vaso-occlusion)

FIGURA 3 - Polimerizacéo da HbS e o processo de vaso ocluséo.
Fonte: Adaptado de REES; WILLIAMS; GLADWIN, 2010.

No geral, o tempo frio ou ventoso parece estar associado ao crescimento da frequéncia
hospitalar. A vasculopatia nessa doenga aumenta ainda mais em menores temperaturas, onde
0 suprimento de oxigénio e fluxo sanguineo é dificultado pela oclusdo natural dos vasos
(TEWARI et al., 2015).
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A falcizacdo da hemacia desencadeia outros inumeros episddios que acompanham o
quadro de sintomas do paciente. Os drepandcitos, agora em sua forma irreversivel, sdo
facilmente vistos no esfregaco periférico e possuem um defeito de membrana. Tal defeito
permite que a membrana seja mais permeavel, viabilizando a saida de potassio e hemoglobina
e a entrada de célcio dentro da célula. (MANFREDINI et al., 2008; STEINBERG et al.,
2014).

Essa suscetibilidade da célula falciforme em se aderir a células endoteliais faz com que se
tenha um aumento consideravel de aderéncia nos vasos sanguineos. Essa aderéncia resulta na
ativacdo da célula endotelial e, consequentemente, ativa respostas microvasculares que
acompanham a anemia falciforme. Gera-se, pois, um estado cronico de inflamacdo, com
resposta inflamatdria aumentada, expressdo crescente de moléculas de adesdo celular e
também de espécies reativas de oxigénio (BEHERA et al., 2012; CHAKRAVORTY;
WILLIAMS, 2015). Os pacientes com anemia falciforme estavel tém elevagdo cronica
citocinas pro-inflamatérias, incluindo a proteina C reativa, TNF, I1L-1, 1L-8 (VICHINSKY,
2012).

E importante notar, também, que as hemécias falciformes sdo mais rigidas que o normal,
0 que pode contribuir parcialmente para hipertensédo pulmonar nesses pacientes (MATHEW et
al., 2016). Os distarbios respiratérios em pacientes com doenca falciforme tém sido
associados ao aumento da morbidade e mortalidade (COHEN; KLINGS; STRUNK, 2015).

Um outro ponto importante dessa doenca é que os drepandcitos possuem um ciclo de vida
menor do que os eritrocitos normais (120 dias) (LUTZ et al.,, 2015). Esse fato acaba
resultando em um quadro de anemia intensa, ictericia, esplenomegalia e hemdlise crénica,
com danos irreversiveis nos 6rgdos e aumentando a suscetibilidade desses pacientes a
infecccBes graves. A hemolise crénica € causa frequente de morte além da infancia. Além
disso, ela causa intolerabilidade ao exercicio, hipercoagulabilidade e vasculopatia, que podem
agravar-se desenvolvendo hipertensdo pulmonar e acidentes vasculares cerebrais isquémicos
(CHAKRAVORTY; WILLIAMS, 2015; MATHEW et al., 2016).

A maioria das criancas afetadas e que ndo sdo tratadas a tempo morrem de infeccdo no
inicio de sua vida (MODELL; DARLISON, 2008). Medidas simples como diagndstico
neonatal e antibioticos, acesso a tratamento hospitalar de qualidade e informacdes e apoio as
familias, podem melhorar muito a qualidade de vida, bem como a expectativa de vida dessas

pessoas.

2.1.4 O portador do traco falciforme
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O portador do trago falciforme, heterozigoto para o gene da HbS, apresenta uma condicéo
clinicamente normal e ndo apresenta alteraces hematologicas. Geneticamente, a heterozigose
(HbAS) se deve a heranca do gene da hemoglobina S por parte de um dos pais, juntamente
com o gene da hemoglobina normal (HbA) proveniente do outro (SERJEANT, 1997). Nesses
individuos, a concentracdo de HbA é sempre mais elevada que a HbS. No Brasil
aproximadamente 4% da populacdo geral brasileira e 6-10% dos afrodescendentes sejam
portadores do traco falciforme (HbAS). As estatisticas recentes nos Estados Unidos
demonstram que a incidéncia do trago entre recém-nascidos vivos é de 73,1 casos por 1000
afro-americanos, 6,9 casos por 1000 hispanicos e 3,0 por 1000 brancos (NAIK; HAYWOOD
JR., 2015). Segundo o Ministério da Saude, no Brasil, nascem por ano aproximadamente
200.000 pessoas com traco falciforme e, estima-se, que 7,2 milhGes pessoas sejam portadoras
do traco (FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010).

Os portadores dos tracos falciformes sdo geralmente assintométicos, ndo apresentam
nenhuma anormalidade fisica e sua expectativa de vida é praticamente a mesma da populacédo
geral. Porém, com o passar dos anos, comecaram a surgir inimeros questionamentos a
respeito da veracidade do conceito “assintomatico” para os portadores. Isso gera duvidas
devido ao fato de que essa condi¢do é encontrada com grande frequéncia em associacdo com
outras desordens e porque, nesses individuos, ainda existe a producdo, mesmo que em menor
proporcdo, de HbS (KOTILA, 2016). Complicagdes como morte sUbitas observadas em
atletas (KARK et al., 1987), disturbios renais (DAVIS JR.; MOSTOFI; SESTERHENN,
1995), vaso oclusfes (SAXENA et al., 2015), diabete mellitus (BIEDRZYCKI; GILLESPIE;
LUCAS, 2006) e aumento do estresse oxidativo (VOSKOU et al., 2015) sdo exemplos disso.

Os casos de Obitos relacionados ao exercicio em portadores do traco falciforme
provavelmente estejam diretamente ligados com a anormalidade estrutural do eritrcito
falcizado, que pode aumentar de nUmero durante o exercicio fisico nesses individuos
(EICHNER, 2010). Outro fator que parece colaborar € o0 aumento do estresse oxidativo nesses
portadores quando praticam exercicios (DAS et al., 1993), sendo que as espécies reativas de
oxigénio (ERO) induzem a disfuncdo endotelial e a adesdo ao endotélio capilar, gerando
quadros de vaso oclusdes (CHIRICO et al., 2012a; VOSKOU et al., 2015).

A deteccdo de heterozigotos pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) €
uma informacdo muito importante sob os aspectos genéticos. Através dela é possivel
identificar familias que possuem risco maior de gerar criangas com AF e, assim, possibilitar a

essa familia um acesso ao aconselhamento familiar (SOMMER et al., 2006).
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2.1.5 Diagnéstico e Tratamento

O diagnostico padrdo-ouro para a AF é feito através de eletroforese de hemoglobina,
medindo e identificando os diferentes tipos de hemoglobina no sangue circulante. Por meio da
eletroforese, sdo separados os diferentes tipos de Hb, formando uma série de bandas
distintamente pigmentadas em um meio (acetato de celulose ou gel de amido). Nesse teste, as
hemoglobinas A, A2, S e C séo rotineiramente verificadas (ANVISA, 2002).

O sangue de corddo umbilical € utilizado para o diagnostico neonatal e é importante
destacar os componentes hemoglobinicos presentes do neonato, onde predominam as
producbes de cadeias y e B. Em uma crianga com hemoglobinas normais, encontra-se,
aproximadamente, 90 a 100% de Hb Fetal (a22); 0 a 10% de Hb A (a2p2) e 0 a 1% de Hb
A2 (0252). Depois do nascimento e até aproximadamente 6 meses de vida havera a inversdo
na producdo das cadeias, podendo ser observados valores definitivos do individuo adulto:
cerca de 96-98% de Hb A (02B2); 2,5 a 3,4% de Hb A2 (0262); 0-2% e Hb F (a2p2). Estes
testes, em neonatos, costumam apresentar-se negativos devido a pequena concentragdo de
HbS e, por isso, devem ser feitos testes de confirmacdo da HbS apds 6 meses de vida
(ADORNO et al., 2005; EMBURY, 1995).

Para complementar o diagndstico, sdo realizados testes utilizando técnicas como a
focalizacdo isoelétrica ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), testes de
avaliacdo qualitativa (falcizacdo e solubilidade), dosagem de hemoglobina F e hemograma
completo. O que possibilita o diagndstico pré-natal dessa patologia é o fato de as cadeias beta
globinicas serem detectaveis em fase precoce da vida fetal, a partir da 10* a 122 semana de
gestacdo (NUZZO; FONSECA, 2004; WAILOO, 2017).

Atualmente, ndo existe nenhuma cura definitiva para a anemia falciforme. A melhora da
qualidade e expectativa de vida concentram-se em medidas gerais e preventivas e na gestdo de
sintomas fornecidas para esses pacientes. Com isso, as consequéncias da anemia cronica,
crises vaso-oclusivas e susceptibilidade a infeccGes, geradas pela anemia falciforme,
conseguem ser monitoradas e minimizadas. Paralelamente, eventos associados a esses
sintomas primarios, como por exemplo a progressiva lesdo a 6rgdos e tecidos, também
diminuem (ANVISA, 2002; BRAGA, 2007).

O acompanhamento periddico desses pacientes € de suma importancia para o

monitoramento dos sintomas, para que diversos 0rgaos e sistemas sejam avaliados, a fim de
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alteracdes precoces sejam detectadas (BRAGA, 2007). Outro ponto importante na terapéutica,
é a orientacdo do paciente e de seus familiares sobre a doenga. A criagdo de vinculo dos
pacientes e seus familiares com a equipe de salde que os acompanha é fundamental para
facilitar a compreensdo sobre o problema, principalmente quando se trata de criancas. Esse
vinculo evita que 0os mesmos procurem diferentes alternativas, mantendo o acompanhamento
em um Unico centro de referéncia e melhoram a adeséo ao tratamento (CREARY et al., 2015).

Os pacientes e seus familiares devem ser instruidos sobre a necessidade de procurar
tratamento médico sempre que aparecerem sintomas tipicos, como: febre persistente acima de
38°C, dor toracica, aumento do volume do bacgo, dor abdominal, nauseas e vomito. Cuidados
com a prevencao de infecgbes na infancia, atraves do uso de vacinagdes e do uso de penicilina
profilatica, nutricdo e hidratacdo adequada, uma vez que a desidratacéo e a hemoconcentracao
favorecem crises vaso oclusivas, ajudam o anémico falciforme a ndo ter que passar por
abordagens mais agressivas, como o transplante de células hematopoiéticas ou transfusfes
cronicas, que ajudam a hemodiluir as células falciformes (SANTA’ANA et al., 2017,
WAILOO, 2017).

A Hidroxiureia (HU), no momento atual, é a Unica medicamentacdo disponivel para
pacientes com anemia falciforme. A HU diminui a dor vaso-oclusiva e sindromes toracicas
agudas, bem como diminui o numero de hospitalizacbes e transfusdes em pacientes
pediatricos e adultos. Contudo, aproximadamente 20% dos pacientes ndo aceitam essa
medicacdo e, acredita-se que a principal justificativa para isso seja a preocupacdo com 0S
efeitos colaterais que a medicacdo pode trazer para o paciente. Compreender, na integra, a
apreenssdo tanto do paciente como da pessoa que 0 cuida, pode ajudar a equipe médica a
fornecer melhor educacéo, aconselhamento e expectativas as familias sobre a HU (CREARY
etal., 2015).

A hemoglobina fetal (HbF) € um importante fator de melhora em doentes falciformes. Ela
inibe a polimerizagdo da HbS, minimizando todo o quadro de sintomas decorrentes desta
patogenia, e seus niveis podem ser geneticamente regulados. Algumas pessoas tém niveis
muito aumentados de HbF, em relacdo a outros. Nesses doentes, a HbF associa-se a uma
doenga mais leve e pode beneficiar algumas complicactes da doenca (AKINSHEYE et al.,
2011; BHAGAT; PATRA; THAKUR, 2012).

O desenvolvimento de farmacos para aumentar os niveis da HbF vem sendo a principal
estratégia terapéutica no tratamento de transtornos falciformes. Entretanto, por mais que
existam grandes estudos que abordem novos agentes moduladores da hemoglobina fetal, a HU

ainda tem se mostrado com maiores beneficios a longo prazo (STEINBERG et al., 2014,
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VICHINSKY, 2012).

Embora as transfusbes de sangue crbnicas e o transplante de células hematopoiéticas
sejam eficazes, bem como e todo o acompanhamento ambulatorial periodico para o controle
dos sintomas, nenhum desses consegue alterar a historia natural da doenca (SANTA’ANA et
al., 2017).

Estudo recentemente publicado com células-tronco hematopoiéticas, mostrou outra
perspectiva na busca da cura da AF. DeWitt e colaboradores (2016), isolaram as células
tronco hematopoiéticas de pacientes com AF e corrigiram a mutagdo no gene da
betaglobina, utilizando a recente técnica de edicdo de genoma (CRISPR/Cas9), o que
possibilitou que as mesmas produzissem moléculas de hemoglobina normais. Essa técnica
permite a modificacdo do genoma com uma alta precisao, eficiéncia e flexibilidade, sendo a
Cas9 a enzima que corta 0 DNA e a CRISPR (ampla gama de sequéncias de DNA) sinaliza
onde deve ser feito esse corte. Ainda se faz necessario estudos pré-clinicos e, espera-se que,
dentro de cinco anos comecem os estudos clinicos em humanos. Esse estudo, assim como
muitos outros, pode servir de incentivo para a descoberta de novas alternativas terapéuticas,
tanto para a anemia falciforme como para outros disturbios hemoglobinicos, dando

esperanca e melhoria na qualidade de vida de milhares de pessoas.

2.2 Programa Nacional de Triagem Neonatal (“Teste do Pezinho”)

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sempre destacou a importancia da realizagdo
dos programas populacionais de Triagem Neonatal, desde a década de 60, especialmente nos
paises em desenvolvimento. No Brasil, a primeira tentativa de triagem neonatal ocorreu em
1976, na cidade de Sdo Paulo, numa associacdo dedicada ao atendimento a criancas
portadoras de deficiéncia mental. A principio, eram realizados somente o diagnostico de
fenilcetondria e, a partir de 1980, introduziu-se a deteccdo precoce do hipotireoidismo
congénito. A implantacdo dos diversos servicos de Triagem Neonatal surgiu devido a
iniciativa particular em alguns poucos estados do Brasil, como Sdo Paulo e Parana. Em
setembro de 1999, foi fundada a Sociedade Brasileira de Triagem Neonatal com a finalidade
de reunir os diversos servigos existentes e profissionais ligados a area, para que problemas
como falta de integracdo de servicos, auséncia de rotinas uniformes e a baixa cobertura
populacional fossem resolvidos. O Ministério da Saude fez o lancamento, em 6 de junho de

2001, atraves da Portaria N° 822, do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)
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(BRASIL, 2002).

O PNTN teve o objetivo de ampliar a Triagem Neonatal existente (fenilcetondria e
hipotireoidismo congénito), integrando a detec¢do precoce das doencas falciformes e outras
hemoglobinopatias, assim como a fibrose cistica. No estado de Minas Gerais ja se realizavam
exames para deteccdo de hemoglobinopatias desde 1998 (RODRIGUES et al., 2016). Esse
programa tinha como metas ampliar a cobertura populacional no territério nacional e o
acompanhamento e tratamento adequado dos pacientes identificados. Essa portaria garantiu
um dos principios fundamentais da Etica Médica fosse restaurado, garantindo a igualdade nos
acessos aos testes de triagem no Brasil, independentemente de sua origem geogréfica, etnia ou
classe socioeconémica (FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010; RAMALHO; MAGNA; PAIVA-
E-SILVA, 2003).

O Teste do Pezinho, ou triagem neonatal, € um exame laboratorial que é realizado nos
recém-nascidos, apos 48 horas de vida ou até, preferencialmente, o 7° dia de vida. E chamado
assim pois o sangue é colhido a partir de uma pequena puncdo no calcanhar do bebé, que é
colocada imediatamente em papel de filtro apropriado e encaminhado ao laboratorio
especializado. Trata-se de um exame muito importante, gratuito e obrigatério em todo o Brasil
(BRASIL, 2002). Estudos mostram que, apesar do diagndstico precoce da anemia falciforme
ser realizado, juntamente com o uso de medidas preventivas e terapéuticas, a mortalidade por
essa doenga ainda é significativa (ARDUINI; RODRIGUES; DE MARQUI, 2017).

No Brasil, segundo dados do PNTN, nascem no pais, aproximadamente, 3.500 criancas
com anemia falciforme por ano. A maior prevaléncia de hemoglobina S encontra-se no estado
da Bahia, seguida pelo Rio de Janeiro, Minas Gerais, Maranh&o, Pernambuco e Goias. No
estado de S&o Paulo, a incidéncia de doenca falciforme € de 1:4.000 nascidos vivos e de traco
falciforme é de 1:35 nascidos vivos (BRASIL, 2016; CARLOS et al., 2015).

No estado do Rio Grande do Sul, o Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN)
obteve uma cobertura do Teste do Pezinho em 129.703 em 138.667 nascidos vivos, obtendo
uma cobertura de 93,5%, sendo que 81% do total dos testes foi realizado pelo Sistema Unico
de Salde (SUS). No estudo de Sommer e colaboradores (2006) foram avaliadas 117.320
triagens de recém nascidos e, destes, 1.629 (1,4%) apresentaram algum padrdo hemoglobinico
alterado. Foram identificados a prevaléncia do traco falciforme em 0,73% do total de recém-

nascidos.
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2.3 Estresse Oxidativo

2.3.1 Radicais Livres e Espécies Reativas

Os radicais livres (RL) sdo todas as espécies quimicas, com capacidade oxidante, que
conttm um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletrénica. Essa
caracteristica confere um alto poder de reatividade e instabilidade a essas moléculas
(ARUOMA, 1998). Os RL ou espécies reativas, como também sdo chamadas, podem ser
provenientes do metabolismo do oxigénio (ERO), do nitrogénio (ERN) e de outras
substancias; no entanto, o O2 é a espécie reativa que mais recebe atencdo, devido a sua grande
importancia nos processos metabolicos celulares (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000;
HALLIWELL, 1991).

Em condi¢Bes normais, 0s organismos aerébios metabolizam aproximadamente 90% do
oxigénio na mitocondria, atraves da cadeia transportadora elétrons. O restante desse oxigénio,
cerca de 10%, € desviado para outras rotas metabdlicas, sendo utilizado por diversas enzimas
oxidases e oxigenases, formando assim, as espécies reativas de oxigénio (ERO) (GORLACH
etal., 2015; REUTER et al., 2010).

As espécies reativas sdo produzidas continuamente pelas células como parte de seus
processos metabdlicos: na cadeia respiratdria para a geracdo de energia em forma de ATP, na
fagocitose e na oxidacdo de &cidos graxos, como também em processos inflamatorios ou
infecciosos. Fontes exdgenas como tabaco, radiagGes, luz ultravioleta, solventes e alguns
farmacos, dentre outros, também contribuem para a geracdo dessas espécies (ARUOMA,
1998; JEONG et al., 2012).

Os radicais livres mais importantes gerados no nosso organismo incluem os radicais
hidroxila (OH™), &nion superdxido (O2™), 6xido nitrico (NO") e peroxil (RO2"). O perdxido de
hidrogénio (H202), o peroxinitrito (ONOQ"), o &cido hipocloroso (HOCI), o oxigénio singleto
(*O2) e o0 ozbnio (0O3) ndo sdo radicais, mas podem facilmente levar a reacdes de radicais
livres nos organismos vivos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Os ions ferro (Fe) e cobre (Cu) s&o muito ativos em reagdes de Oxido-reducdo, o que 0s
caracterizam como potentes catalisadores das reacdes formadoras de radicais livres. A ligacdo
do ferro e cobre a proteinas especificas como a transferrina, ferritina e ceruloplasmina (onde
sdo transportados, utilizados e armazenados) minimiza, ou até mesmo previne, as reagdes de

geracdo de radicais livres catalisadas por esses metais (BARBOSA et al., 2010; FINKEL,;



29

HOLBROOK, 2000).

A participacdo desses metais se da, especialmente, por meio das reacdes de Fenton e
Haber-Weiss. A primeira reacao diz respeito a geracao de radical OH™, por meio da reacdo do
H202 com os ions; ja na segunda, estes ions catalisam a reacdo entre 0 H202 e o radical 02", a
fim de gerar, também, o radical OH™ (Figura 4) (BARBOSA et al., 2010).

1) O,+ 4e + 4H —» 2H,0 + energia
2)0,+e —» 0O,

3) 20,"+ 2H* =2 H,0,

4) Fe™/Cu” + H,0—» OH" + OH + Fe*/Cu”™
5) H,0, + O, = OH" + OH + 0,

6) O, + NO"—» ONOO

FIGURA 4 — Esquema geral de formacéo de espécies reativas nas células eucaridticas.
Fonte: BARBOSA et al., 2010.

Quando a producdo de ERO se sobressai perante a sua eliminacdo por parte das defesas
antioxidantes, o organismo perde o equilibrio e entra, assim, no estado de estresse oxidativo
(EO). Essa condicdo favorece a ocorréncia de ataques das ERO a componentes celulares,
podendo resultar em lesdes oxidativas em macromoléculas e diversas estruturas celulares,
como os lipidios, membranas, proteinas e acidos nucleicos, que alteram a funcionalidade de
células, tecidos e 6rgaos (FINKEL; HOLBROOK, 2000). O estresse oxidativo esta presente
em uma grande variedade de condicBes patoldgicas e acredita-se que funcione como agente
patogenético em muitas dessas condi¢ces (NARENDHIRAKANNAN; HANNAH, 2013).

2.3.2 Estresse Oxidativo e Anemia Falciforme

O estresse oxidativo prejudica a membrana dos eritrocitos e a producdo de espécies
reativas € significativamente maior em hemoglobinopatias quando comparadas com pessoas
normais. A desnaturacdo da molécula de Hb, processo que ocorre devido a falcizagdo da
hemaécia, libera ferro e este, por sua vez, aumenta a quantidade de radicais livres. Desse modo,
ha oxidagdo de lipideos e proteinas e disfungcdo mitocondrial. O estresse oxidativo continuo

induz uma resposta inflamatdria, lesionando as células e estimulando o processo de apoptose.
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Os doentes falciforme possuem niveis mais baixos de antioxidantes, o que corrobora ainda
mais com 0 quadro de EO e suas consequéncias (BHAGAT; PATRA; THAKUR, 2012;
VICHINSKY, 2012).

2.3.3 Dano oxidativo em biomoléculas

O estresse oxidativo contribui para inimeros danos em lipideos, proteinas e até mesmo
no DNA, alterando a integridade da membrana das células. Tudo isso corrobora com
processos de apoptose e necrose que, muitas vezes, estdo diretamente relacionados a
patogenia de diversas doencas, como as doencas degenerativas, por exemplo (CACABELOS,
2017; CHEN; LIU, 2017). Pequenos danos podem ser prontamente reparados pelos
antioxidantes na célula; entretanto, uma grande deplecdo de antioxidantes pode levar a morte
celular (MILLER; SHAW; LANGRISH, 2012).

A peroxidacdo lipidica é a principal lesdo celular causada pelo EO. Como resultado, ha
perda da fluidez e do potencial da membrana, aumento da permeabilidade e eventual ruptura
que conduz a liberacdo das organelas do citoplasma. Na peroxidacéo, um &tomo de hidrogénio
é retirado de uma cadeia lipidica poli-insaturada, formando um radical que vai reagir com
outros lipideos e gerar subprodutos, como o malondialdeido (MDA), que reagem ao acido
tiobarbitirico (TBA) (GASCHLER; STOCKWELL, 2017). Esses subprodutos sdo
conhecidos como substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e, por isso, podem ser
usadas para avaliar o dano lipidico (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

O dano oxidativo a proteinas sdo alvos imediatos das espécies reativas. Quando as
cadeias laterais das proteinas sdo oxidadas, produzem-se grupamentos carbonila (aldeidos e
cetonas), 0s quais servem como marcador mais comum de dano oxidativo as proteinas
(VASCONSELOS et al., 2007). Esses grupamentos sdo marcadores amplamente aceitos como
medida do dano oxidativo pois sdo estaveis quimicamente, fator muito importante tanto para a
sua deteccdo, como para seu armazenamento. (FINKEL; HOLBROOK, 2000; LEVINE et al.,
1990).

Espécies reativas, principalmente o radical hidroxila (OH™), atacam o agUcar
desoxirribose e as bases purinicas (adenina e guanina) e pirimidinicas (timina, citosina e
uracila), com ataque preferencial a guanina, gerando 8-hidroxi- ou 8-oxoguanina,
mutagénicas. Esse ataque tem como consequéncia a quebra da cadeia de DNA, ligacéo

cruzada entre as fitas e modificacbes nas suas bases gerando mutacbes e apoptose
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(ARUOMA, 1998). O dano ao DNA pode ser quantificado através da determinacdo da
frequéncia de microndcleos, que sdo fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros
que ndo conseguem se envolver com o fuso mitético e ficam para tras quando a célula se
divide e sdo visiveis no microscopio (SCHMID, 1975).

Estudos mostram que os danos causados pelo estresse oxidativo exercem um importante
papel na progressdo de doencgas degenerativas (CHEN; LIU, 2017), cardiovasculares
(GRACIA; LLANAS-CORNEJO; HUSI, 2017), nos processos de mutagénese e
carcinogénese (NARENDHIRAKANNAN; HANNAH, 2013; VALKO et al., 2006), entre
outros. Justifica-se, portanto, o aprofundamento cada vez maior dentro dessa area do
conhecimento para que se possa entender melhor certas doengas e melhorar a qualidade de

vida das pessoas.

2.3.4 Antioxidantes

Para combater ou neutralizar a intensa producdo de radicais livres, 0s organismos
desenvolveram um complexo mecanismo de reparo fisico e quimico: o sistema de defesa
antioxidante. Segundo Gutteridge & Halliwell (2000), um antioxidante € qualquer substancia
que, mesmo presente em baixas concentragdes quando comparada com a de um substrato
oxidavel, atrasa significativamente ou inibe a oxidacdo do referido substrato. Eles sdo
responsaveis pela manutencdo da homeostasia oxidativa, retardando ou inibindo a oxidacéo
de substratos passiveis de serem oxidados e, portanto, reduzindo o dano celular. Os
antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos e podem atuar independentemente
ou associados, dependendo do grau de lesdo e da localizacdo do dano celular (LIMON-
PACHECO; GONSEBATT, 2009; VALKO et al., 2007).

2.3.4.1 Defesas enzimaticas

O sistema de defesa enzimatico envolve a agdo conjunta de, principalmente, trés enzimas
principais: a Superdxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a Glutationa Peroxidase
(GPx). Esse sistema de enzimas constituem a primeira linha de defesa enddgena de
neutralizacdo das ERO no nosso organismo. Com elas, as células conseguem manter

reduzidas as quantidades do anion superédxido (O27) e de peroxidos de hidrogénio (H202),
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diminuindo, por conseguinte, reacfes oxidativas e a formacdo de outras moléculas altamente
reativas, como o radical hidroxila (OH™) (MILLER; SHAW; LANGRISH, 2012).

A SOD pode ser encontrada tanto na mitocondria como no citosol e no meio extracelular.
Conforme pode ser analisada a Figura 5, a SOD é responsavel pela dismutacdo do anion
superoxido (O2") em H202. Esse mesmo peroxido de hidrogénio é decomposto pela enzima
CAT, hemeproteina citoplasmatica, formando agua (H20) e O2". A GPx, uma selenoenzima,
catalisa a mesma reacdo da CAT; no entanto, ela utiliza um cofator, a glutationa reduzida
(GSH), que atua como doadora de elétrons e é convertida a glutationa oxidada (GSSG)
(HALLIWELL, 1994; VASCONSELOQOS et al., 2007).

o o REACAO DE FENTON

=y H,0, e el » OH
| REACAO DE HABER-WEISS
H,0, + H,0,
H,0, 2GSH NAPDP"
GPO
O 2RO Hyo GSSG NADPH

FIGURA 5 - Reacdes catalisadas pelas enzimas antioxidantes.
Fonte: Adaptado de BARBOSA et al., 2010.

2.3.4.2 Defesas ndo-enzimaticas

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico pode ter origem enddgena ou ser obtido
pela dieta. Os antioxidantes ndo enzimaticos enddgenos sdo representados pela glutationa
(GSH), acido urico e transferrina, e 0s exodgenos sao representados pelo &cido ascorbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, flavonoides, entre outros (PHAM-HUY;
HE; PHAM-HUY, 2008; HALLIWELL, 2011; RAO P et al., 2011). O consumo de alimentos
na dieta que conferem valor nutritivo pode garantir uma maior protecdo do nosso organismo,
ajudando a neutralizar espécies reativas e, consequentemente, a minimizar danos oxidativos
(HALLIWELL, 2006).
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2.4 Superoxido Dismutase (SOD)

A superdxido dismutase (EC 1.15.1.1) é uma metaloenzima e catalisa a dismutacdo do
anion superoxido (O2) em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular (O2). Ela
possui 3 isoformas (SOD1, SOD2 OU SOD3), dependendo da sua localizacéo e do metal que
a compde (HALLIWELL, 1994).

Tanto sua isoforma 1 como sua isoforma 3 sdo dependentes de cobre (Cu) e zinco (Zn). A
SOD1 é encontrada no citoplasma, compartimentos nucleares e lisossomos de células de
mamiferos. J& a SOD3 é uma enzima extracelular, sendo que uma das suas principais
caracteristicas € a sua grande afinidade pela heparina. A SOD3 foi primeiramente detectada
em plasma humano, linfas e fluido cérebro-espinhal e ela estd presente em células e tecidos
especificos, onde sua atividade pode exceder a das outras isoformas (BRAMBILLA et al.,
2008; ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).

A SOD2 ¢é uma enzima mitocondrial dependente de manganés (MnSOD) e é encontrada
somente em mitocondrias de células aerdbicas (KIM, 2010). Ela é altamente expressa no
coracdo, cérebro, figado e rins de mamiferos, e é codificada por um gene gue contém cinco
éxons e que esta localizado na posi¢do 25 do brago longo do cromossomo 6 (6g25) e é a
isoforma mais importante da superéxido dismutase (CHURCH et al., 1992). A MnSOD
desempenha um papel fundamental na promocdo da diferenciacdo celular e tumorogénese
(CHE et al., 2016; GALLAGHER et al., 2009).

A atividade da SOD dependente de manganés é desencadeada diretamente pela presenca
de ox-LDL, radicais livres e fumo, que contém varias substancias oxidantes em sua
composicdo (CHE et al., 2016; VALKO et al., 2007; ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002). Por
ser produzida no citoplasma, essa enzima necessita ser transferida para dentro da mitocondria
para que, entdo, possa se tornar ativa e exercer a sua fungdo. Todo esse processo de passagem
para dentro da mitocéndria é coordenado por uma sequéncia peptidica presente no inicio da
proteina MnSOD, em sua forma inativa; e é exatamente nessa sequéncia especifica que um

dos principais polimorfismos desse gene da MnSOD acontece (WISPE et al., 1989).

2.5 Polimorfismo Alal6Val da MnSOD

O polimorfismo Alal6Val é resultado de uma mutacdo que substitui uma citosina por

uma timina na sequéncia de nucleotideos responsavel pelo transporte da MnSOD para dentro
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da mitocdndria, fazendo com que o cddon original GCT (alanina) seja convertido para GTT
(valina) (Figura 6). A partir desse polimorfismo, trés genétipos podem ser descritos: genotipo
AA, genétipo AV e gen6tipo VV (ROSENBLUM; GILULA; LERNER, 1996; WISPE et al.,
1989).

Normal DNA Segquence Mutated DNA Sequence

FIGURA 6 — Polimorfismo Alal6Val da MnSOD.
Fonte: Adaptado de ROSENBLUM; GILULA,; LERNER, 1996.

O alelo valina (V) influi na conformacéo da sequéncia da proteina e acaba por dificultar o
transporte e a entrada da enzima para dentro da mitocéndria, onde a MnSOD se tornara ativa e
podera exercer seu papel. O alelo Ala codifica uma estrutura proteica do tipo a-hélice na
proteina, que acaba permintindo o transporte da MnSOD do citosol para dentro da
mitocondria de forma eficiente. J& o alelo valina (alelo variante) codifica uma estrutura b-
hélice pregueada, o que torna mais dificil o transporte da superoxido dismutase para a
mitocondrial e ndo permite que a enzima fiqgue em sua forma ativa (SHIMODA-
MATSUBAYASHI et al., 1996). Portanto, individuos portadores do alelo Val (V) possuem
uma eficiéncia enziméatica menor do que aqueles portadores do alelo Ala (A) e,
consequentemente, sua capacidade antioxidante € reduzida, resultando em um aumento no
estresse oxidativo dos mesmos (DUARTE et al., 2010; POURVALI; ABBASI; MOTTAGHI,
2016).

Estudos prévios sugerem que esse polimorfismo da MnSOD esta associado em individuos
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obesos, com uma maior frequéncia do genotipo VV, sugerindo uma razdo de chance de
obesidade 1,5 vezes maior nesses individuos, do que em individuos AA e AV (MONTANO et
al., 2009).

Complementando o que ja foi exposto, Duarte e colaboradores (2010), em um estudo com
pacientes hipercolesterolémicos, demonstraram que os portadores do alelo VV sdo mais
predispostos a ter aumento do estresse oxidativo. Essa predisposi¢do é representada no estudo
através do aumento nos niveis de TBARS e carbonilacédo de proteinas nesses individuos.

Em outros estudos, o polimorfismo Alal6Val MnSOD e seu alelo V aparece como um
dos fatores de risco para doenca cardiovascular como aterosclerose e angina. Entre outros
fatores relacionados, juntamente com o polimorfismo, estdo a hiperlipidemia, cigarro e a
idade, indo de encontro com o que ja € conhecido a respeito do estresse oxidativo ter um
papel muito importante em doencas cardiovasculares (FUJIMOTO; KOBAYASHI;
OGASAWARA, 2010; SOUIDEN et al., 2016).

Estudos mais recentes, como o de Atilgan e colaboradores (2014), vem mostrando
evidencias de que esse polimorfismo da MnSOD pode estar ligado com processos
carcinogénicos. Nesse caso, 0 genétipo Ala/Ala foi encontrado em 76% dos pacientes com
cancer de células renais, em comparacdo a 54% do grupo controle, demonstrando que esse
polimorfismo pode ser um fator, dentre muitos outros, predisponente para esse tipo de cancer.
A possivel relagdo entre o genotipo Ala/Ala e cancer vem sendo mostrada em alguns estudos.

Em contrapartida, Despotovic e colaboradores (2015), compararam a presenca do
polimorfismo Alal6Val MnSOD em pessoas com asma e o alelo Val foi significativamente
mais alto em comparagdo ao grupo controle. Nesse estudo, eles também sugerem um papel
protetor do alelo Ala.

Justifica-se, entdo, o objetivo do presente trabalho: avaliar a presenca do polimorfismo
Alal6Val da MnSOD em portadores do traco falciforme, associando-o0 a biomarcadores de
estresse oxidativo. Este estudo poderd servir como base para o aprofundamento e melhor
entendimento da complexidade desta hemoglobinopatia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a presenca do polimorfismo da Alal6Val MnSOD em portadores do traco

falciforme e avaliar a sua associa¢do com biomarcadores de estresse oxidativo.

3.2 Objetivos especificos

- Estabelecer o perfil demogréafico e sécio econémico dos portadores do traco falciforme
(HbAS);

- Determinar a concentracdo de HbS nos portadores do trago falciforme;

- Obter o perfil hematoldgico e a contagem total de plaquetas;

- Quantificar os niveis de ferro plasmatico;

- Quantificar as enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx;

- Determinar o dano oxidativo nos lipideos, proteinas e DNA,

- Obter o status antioxidante total (TAS);

- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Alal6Val da MnSOD;

- Verificar a associagdo da presenca do polimorfirmo Alal6Val da MnSOD com o0s
biomarcadores de estresse oxidativo.
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4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho indicam que o portador do trago falciforme
(HbAS):

- Possui reduzida atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx;

- Possui niveis diminuidos de acido ascorbico, GSH e TAS;

- Apresentam aumento do dano oxidativo a biomoléculas, representada pelo grupamento
carbonil, TBARS e frequéncia de micronucleo;

- Néo foi estabelecido associacdo do polimorfismo Alal6Val MnSOD com os biomarcadores

de estresse oxidativo nesses portadores.
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5 PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectivas futuras:

- Aumentar a populacdo de estudo;

- Verificar a penetrancia génica dos alelos do polimorfismo da MnSOD;

- Verificar a presenca de outros polimorfismos nestes individuos;

- Associar o portador do trago falciforme com outros polimorfismos, possibilitando uma

maior compreensdo das vias de estresse oxidativo nestes individuos.
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