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RESUMO

A anemia falciforme é uma hemoglobinopatia de grande heterogeneidade clinica, que
vem sendo abordada como uma condi¢do inflamatéria crénica nas ultimas décadas. A
maioria dos pacientes com anemia falciforme faz uso da hidroxiuréia (HU), uma droga
citotéxica que induz a producdo de hemoglobina fetal (HbF). Apesar de amplamente
utilizada, os detalhes do mecanismo de a¢ao da HU ndo estdo completamente
estabelecidos. Este trabalho propds-se a estudar a expressdo génica de células eritrdides de
pacientes com anemia falciforme diferenciadas in vitro e tratadas com HU, através da
técnica de DD-PCR, bem como dar continuidade aos estudos imunogenéticos em
andamento neste laboratério, através da andlise de citocinas séricas pré- e anti-
inflamatdrias e do estudo de polimorfismos nos genes que codificam as moléculas de
adesdo ICAM-1 e PECAM-1, nestes pacientes. As analises de DD-PCR revelaram genes
envolvidos em traducao, transcricdo e outros processos, dos quais 3 foram escolhidos para
discussdao detalhada, com base em sua fungdao (NACA, LXN e THRA). Os polimorfismos
estudados (ICAM-1 rs5498, PECAM-1 53 G/A e PECAM-1 rs668) n3do apresentaram relagdo
com o quadro clinico da doenga, e as freqliéncias alélicas e genotipicas foram semelhantes
em pacientes e controles. Os niveis das citocinas pro- e anti-inflamatérias (interleucinas 2, 4,
5 e 10, interferon-gama e TNF-alfa), investigadas através de citometria de fluxo, ndo foram

diferentes na comparagao entre controles e pacientes.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is a hemoglobinopathy that presents extremely variable
clinical manifestations. It has been approached as an inflammatory disorder within the past
decades and several works have tried to determine which factors are involved in such
characteristic. Most of the SCD patients are under treatment with hydroxyurea (HU), a
cytotoxic drug which induces the production of fetal hemoglobin. Despite its widespread
use, the mechanisms by which HU acts to improve the clinical picture of SCD patients are
not fully understood. The present study aimed to investigate the gene expression of
erythroid cells from SCD patients differentiated in vitro and cultivated with HU, as well as to
continue the ongoing immunogenetic studies on SCD patients in our lab, by analyzing
plasma cytokines and investigating polymorphisms on the adhesion molecules ilICAM-1 and
PECAM-1 n a group of SCD patients. Our DD-PCR analysis revealed several genes involved in
transcription and translation, among other processes, and we chose 3 of those genes to
discuss in more detail (NACA, LXN and THRA). The polymorphisms studied here (ICAM-1
rs5498, PECAM-1 53 G/A and PECAM-1 rs668) were not correlated with the clinical aspects
of SCD, and the genotypic and allelic frequencies were similar among patients and controls.
The levels of pro- and anti-inflammatory cytokines (interleukins 2, 4, 5 and 10, interferon-

gamma and TNF-alpha) were similar in patients and controls.
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1.1 Anemia Falciforme — Bases Moleculares

As hemoglobinopatias sdo doencas hematoldgicas caracterizadas pela expressao de
moléculas de hemoglobina variantes. Dentre estas doengas, destaca-se a anemia falciforme,
a qual resulta de uma mutacdo pontual no gene que codifica a proteina beta-globina,
levando a producdo de uma molécula de hemoglobina anormal (HbS). Segundo a
Organizacdao Mundial da Saude, a anemia falciforme é a doenga monogénica mais comum
no Brasil. Em relatério de 1998, este drgdo estimou a existéncia de cerca de 8 mil casos da
doenca no pais (OPAS/OMS, 1998).

Em condicbes de baixa tensdo de oxigénio, a HbS forma polimeros que alteram a
morfologia celular (Emmel, 1917 e Sherman, 1940 apud Lessin e Jensen, 1974; Pauling et al.,
1949). A reoxigenacdo permite que a célula retorne ao formato normal, conforme observou
Sherman (1940 apud Lessin e Jensen, 1974), porém apds diversos ciclos de
hipoxia/reoxigenacdo o0s eritrocitos se tornam permanentemente falcémicos. A
falcemizagao dos eritrécitos é responsavel pela redugao de sua vida média e pela perda de
células por hemolise, levando os pacientes a uma anemia cronica (para revisdo vide Davies
et al., 2000 e Naoum, 2000).

A diferenca na seqliéncia de aminoacidos entre as hemoglobinas normal (HbA) e
falcémica (HbS) foi identificada por Ingram (1959): na molécula da HbS ocorre a substituicdo
de um acido glutdamico por uma valina, decorrente de uma mutacdo pontual que envolve a
segunda base do cédon que codifica 0 aminoacido 6 da cadeia da beta-globina (GAG—>GTG),
conforme demonstrado posteriormente (para revisdao vide Serjeant, 2001). A troca de um
aminodcido negativamente carregado (acido glutamico) por um aminoacido neutro (valina)
faz com que a HbS migre mais lentamente que a HbA, quando submetida a eletroforese,

conforme observaram Pauling et al. (1949).
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A molécula da hemoglobina adulta apresenta estrutura tetramérica (Figura 1),

formada por duas cadeias de a-globina e duas cadeias de beta-globina. Os genes que

codificam as cadeias de beta-globina humanas foram mapeados no cromossomo 11

(Deisseroth et al., 1978) e formam um cluster de aproximadamente 50kb, que inclui 5 genes

funcionais (g, Gy, Ay, 6 e B) e 1 pseudogene (PB1) (Figura 2). A beta-globina tipo B é

produzida durante a vida adulta do individuo, enquanto as cadeias € e y sdo expressas nas

fases embriondria e fetal, respectivamente (para revisdo, vide Weatherall, 1997). O gene

gue codifica a beta-globina tipo B foi mapeado na regido 11p15.5 (Lin et al., 1985).
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Figura 1: Representacdo esquematica da molécula da hemoglobina (modificado de Mader,

1997).
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Figura 2: Cluster dos genes de beta-globina humanos e respectivas moléculas de

hemoglobina a que dao origem.

1.2 Anemia Falciforme — Dados Histdricos e Populacionais

Acredita-se que a mutac¢do que produz a HbS (Bs) tenha ocorrido ha 50-100 mil anos
atras (revisado por Naoum, 2000). Estudos iniciais discordavam quanto ao local de origem
da mutacdo B®, alguns apontando a Asia (Lehmann et al., 1963) e outros, a Africa (Gelpi,
1973). Entretanto, estudando um grupo de pacientes jamaicanos com anemia falciforme,
Wainscoat et al. (1983) encontraram um grande nimero de hapldtipos diferentes, apoiando
a hipdtese de origem multipla para a mutacao Bs. Trabalhos posteriores indicaram que esta
mutacdo parece ter surgido em pelo menos quatro eventos independentes nas populacdes
africanas: em Benin, na Republica Africana Central, no Senegal e em Camardes (Pagnier et
al., 1984; Chebloune et al., 1988; Lapoumeroulie et al., 1992). Além disso, o estudo de
grupos populacionais da Ardbia Saudita e da india sugeriu o surgimento independente do
alelo mutante para HbS (HBB*S) na Asia (Kulozik et al., 1986). Estas mutacdes estdo
associadas a haplétipos denominados de acordo com sua origem geografica: Benin (BEN),
Bantu (CAR), Senegal (SEN), Camardes e Arabe-Indiano ou Asiatico, respectivamente.

O alelo HBB*S é bastante comum em paises onde a maldria causada por Plasmodium

falciparum é endémica, observacgao que levou a hipdétese de efeito protetor deste alelo para
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heterozigotos portadores, contra o desenvolvimento da doenca (para revisdo, vide
Abdulhadi, 2003). Estudos iniciais a respeito dos mecanismos envolvidos nesta protecao
apontavam para fatores como a falcemizacao seletiva de eritrdcitos parasitados resultando
em sua remoc¢ao mais efetiva pelo baco e a inibicdo do crescimento do parasita devido ao
baixo pH das células falcémicas (para revisdo, vide Serjeant, 2001). Trabalhos utilizando
camundongos transgénicos, expressando diferentes niveis de HbS e infectados com
diferentes tipos de maldria murina, tém confirmado o efeito protetor conferido pela
hemoglobina S e auxiliado na elucidagdo dos mecanismos envolvidos nesta protegdo (Shear
et al., 1993; Hood et al., 1996, Shear et al., 1998). Abdulhadi (2003) propds que os
mecanismos envolvidos na protecdo contra maldria conferida pelo HBB*S incluem a
alteracdo de ligantes a moléculas de adesdo na superficie dos eritrécitos falcémicos,
modulando a aderéncia destes a neutrdfilos e contribuindo para a eliminagdo dos eritrdcitos
infectados. A malaria causada por P. falciparum parece ter sido a forga seletiva responsavel
pela expansdo do alelo HBB*S ha aproximadamente 4 mil anos na india e 3 mil anos na
Africa (Nagel & Fleming, 1992).

O alelo HBB*S expandiu-se também para paises da Europa devido a migracdes
oriundas da bacia do Mediterraneo, devido a rotas comerciais tracadas a partir do centro-
oeste africano, e devido ao trafico de escravos norte-africanos, por exemplo. Este alelo
ocorre em regidoes como Sicilia, no sul da Italia, norte da Grécia e Portugal (Ragusa et al.,
1988; Boussiou et al., 1991; Lavinha et a/.,1992). No Reino Unido, o Departamento de Saude
estimou que cerca de 5 mil individuos eram homozigotos para o alelo mutante, em 1993
(Davies & Oni, 1997).

A introducdo do alelo HBB*S no continente americano, e conseqlientemente no

Brasil, se deu entre os séculos XVI e XIX, devido ao intenso trafico de escravos africanos
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destinados ao trabalho nas col6nias européias (para revisdao vide Naoum, 2000). Durante
este periodo, estima-se que mais de 3 milhdes de africanos aportaram nos estados
brasileiros do Rio de Janeiro e da Bahia, vindos principalmente da costa ocidental da Africa
(Salzano, 1986). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
ano 2000, a populacdo brasileira era composta por cerca de 6,2% de pretos e 38,4% de
pardos (IBGE, 2000). O IBGE utiliza as categorias branco, pardo e preto para designar
individuos fenotipicamente caucasdides, miscigenados e negrdides, respectivamente. Neste
trabalho, utilizou-se o termo Afro-brasileiro, ou Afro-descendente, para designar individuos
brasileiros fenotipicamente negros. O termo Afro-americano se refere aos individuos
fenotipicamente negros, norte-americanos. Tal nomenclatura ndo leva em consideragdo a
ancestralidade dos individuos, mas apenas a cor da sua pele.

A Organizacdo Mundial da Saude estimou a existéncia de 2 milhGes de portadores do
alelo HBB*S no Brasil (OPAS/OMS, 1998). A freqliéncia deste alelo em Afro-americanos foi
estimada em 8%, com uma propor¢do de aproximadamente 1 individuo afetado pela
anemia falciforme em cada 500 individuos Afro-americanos (para revisdo vide Sutton et al.,
1999). Os hapldtipos mais freqiientes entre Afro-descendentes brasileiros diferem daqueles
encontrados em Afro-americanos e Afro-jamaicanos, conseqiiéncia dos distintos padrdes de
trafico de escravos para as diferentes regides do continente americano. Nos Estados Unidos
e na Jamaica, observa-se o predominio do hapldtipo BEN (para revisao vide Gongalves et al.,
2003). Em uma analise realizada em pacientes do sudeste brasileiro, o haplétipo CAR foi
observado em 66,2% dos casos, e o haplétipo BEN em 23% dos casos. Neste estudo, as
combinacGes haplotipicas mais comuns foram CAR/CAR (encontrada em 19 de 37 pacientes)
e CAR/BEN (em 9 de 37 pacientes) (Zago et al., 1992). Analisando individuos Afro-brasileiros

da regido amazbonica do Brasil, Pante-de-Sousa et al. (1999) encontraram a seguinte
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distribuicao haplotipica: 60% CAR, 30% SEN e 10% BEN. Gongalves et al. (2003) realizaram
estudo em pacientes de Salvador (BA) e observaram predominancia da combinacao

CAR/BEN (46,25% dos casos) nestes individuos.

1.3 Anemia Falciforme - Caracteristicas Clinicas

Os pacientes com anemia falciforme apresentam alta susceptibilidade a infecgdes,
especialmente por pneumococos e, principalmente, durante a infancia (Barrett-Connor,
1971). Além disso, a falcemizagdo dos eritrécitos ocasiona anemia severa e o bloqueio de
vasos e capilares (ou vaso-oclusdo, VO). A VO manifesta-se clinicamente como crises de dor,
ou crises vaso-oclusivas (CVOs), e pode levar ao comprometimento de 6rgdos (Ballas &
Mohandas, 1996).

A visdo classica da anemia falciforme buscava explicar as manifestacdes clinicas da
doenca evocando a mutacdo genética responsavel pela producdao da hemoglobina S, a qual
provoca a falcemiza¢do dos eritrocitos que, por sua vez, ocasionam VO e suas
conseqiiéncias clinicas. E 16gico que os eritrécitos falcémicos contribuem significativamente
nas manifestagdes clinicas da anemia falciforme, levando-se em conta especialmente suas
caracteristicas de maior rigidez, maior capacidade de adesdo ao endotélio e menor vida util
(quando comparados a eritrécitos normais). Porém, apenas a producdo da HbS pode ser
atribuida a presenca do alelo HBB*S nestes pacientes, havendo inumeras outras
caracteristicas na anemia falciforme que ndo podem ser explicadas diretamente por este
defeito genético (Embury, 2004).

A presenca do alelo HBB*S e suas conseqliéncias diretas ndo sdo suficientes, por
exemplo, para explicar a ampla heterogeneidade do quadro clinico observada nos pacientes

com anemia falciforme. Além de fatores ambientais (tais como o acesso a assisténcia
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médica adequada), um numero crescente de fatores genéticos vém sendo relacionados a
diferentes aspectos clinicos desta doenca. O haplétipo associado ao alelo mutante (Nagel et
al., 1985; Kulozik et al., 1987; Ramana et al., 2000), a concomitancia de alfa-talassemia
(Ballas, 2001), os niveis de hemoglobina fetal (HbF) (Hutz & Salzano, 1983; Platt et al., 1994;
Thomas et al., 1997) e os genes CCR2 e NOS3 (Vargas et al., 2005) sdo alguns exemplos de
fatores genéticos que parecem estar envolvidos na modulacdo do quadro clinico dos
pacientes com anemia falciforme.

A CVO é, sem duvida, a principal caracteristica clinica apresentada por pacientes com
anemia falciforme. Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da VO, no entanto, ndo
estdo totalmente elucidados. Estudos acerca deste tema tém sugerido que a VO seria o
resultado da interagdo entre eritrécitos falcémicos, leucdcitos, plaquetas, células endoteliais
e substancias presentes no plasma dos individuos afetados. Tais observacdes levaram a
formulacdo da hipdtese de que a anemia falciforme se comporta como uma condicao
inflamatdria cronica, idéia que tem sido corroborada por iniUmeros estudos (para revisao
vide Chies & Nardi, 2001 e Hebbel et al., 2004).

Hoover et al. (1979) reportaram que os eritrocitos de pacientes com anemia
falciforme apresentam adesdo anormal ao endotélio vascular e sugeriram o envolvimento
desta caracteristica na VO, o que foi reforcado por Hebbel et al. (1980), ao descrever forte
correlagdo entre a capacidade de adesdo dos eritrocitos e a severidade clinica da VO. A
partir destes estudos, passou-se a considerar a possibilidade que a maior adesdo observada
nestes eritrécitos poderia contribuir para o atraso do fluxo sangliineo, permitindo ou
amplificando a falcemizacdo das células ao aumentar o tempo de transito destas pela
vasculatura, conseqlientemente contribuindo para a evolu¢do da VO (Hebbel, 1997). O

inicio da VO seria um processo de duas etapas, conforme observaram Fabry et al. (1992): a
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adesdo anormal seria o evento desencadeador, propiciando o atraso do fluxo e permitindo a
falcemizacdo das células, enquanto os eritrécitos deformados participariam da fase de
propagacao, ficando presos nos vasos e obstruindo o fluxo sangliineo através deles.

Inicialmente, atribuiu-se a maior adesdo observada em células falcémicas a superficie
anormal da membrana destas células. Estudos subseqiientes sugeriram que fatores no
plasma dos pacientes com anemia falciforme poderiam aumentar a adesao dos eritrdcitos.
Estas observacbes estabeleceram o principio que a adesdao anormal das células falciformes
reflete ndo apenas caracteristicas inerentes a sua membrana, sendo também reflexo da
presenca de determinados fatores no ambiente celular (Hebbel, 1997).

As crises de dor estdo entre as principais causas de hospitalizacdo dos pacientes com
anemia falciforme. Estes eventos sao marcados por dores musculares, manifestando-se
principalmente nas costas, nos membros superiores e inferiores, no peito e no abdomen, e
podem ser desencadeados por infec¢des, temperaturas extremas e estresse fisico ou
emocional (Sutton et al., 1999). A freqiiéncia e a intensidade das crises de dor variam muito
entre os pacientes (Platt et al., 1991). O numero de crises de dor por ano (pain rate) tem
sido usado como medida de severidade clinica da doenca e tem demonstrado correlacao
com a morte prematura de pacientes com idade superior a 20 anos (Platt et al., 1991; Platt
et al., 1994; Makis et al., 2000; Inati et al., 2003). Miller et al. (2000) consideraram uma pain
rate igual ou superior a dois como indicativa de quadro clinico severo. Estudos recentes
sugerem que as altas contagens de leucdcitos e os niveis de plaquetas aumentados
observados em pacientes com anemia falciforme podem, também, estar envolvidos na
patofisiologia da vaso-oclusdo (para revisdo vide Serjeant, 2001).

Em trabalho realizado em nosso laboratdrio, Dresch (2002) observou que linfécitos T

isolados de individuos com anemia falciforme (homozigotos SS) tém um indice de
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proliferacdo (PI) maior que as mesmas células de individuos controle AA (gendtipo
homozigoto para hemoglobina adulta normal), enquanto linfécitos T provenientes de
individuos SC (duplo-heterozigotos para as mutacdes S e C) apresentam valores de PI
intermediarios entre AA e SS. Considerando que o espectro clinico da anemia falciforme é
mais severo em individuos SS do que em individuos SC, a autora sugeriu que a morbidade da
doenca pode estar associada com a capacidade proliferativa aumentada das células T
observada naqueles individuos, o que refletiria o potencial inflamatério de cada um deles.
Ainda neste estudo, o numero de leucécitos e plaquetas mostrou-se aumentado tanto em
pacientes SC quanto em SS (ndo-tratados com HU), em relacdo aos individuos controle AA,
havendo associacdo entre contagens aumentadas e severidade da doenca. Os valores
aumentados de leucécitos observados nesta populagdo de pacientes foram interpretados
como resultado do desenvolvimento de um processo inflamatdrio crénico nestes individuos.

Dando continuidade a este estudo, realizou-se em nosso laboratdrio a analise de
variantes polimérficas descritas para o gene nos3, que codifica a enzima éxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS), e para os receptores de quimiocinas CCR2 e CCR5, buscando
associar a presenca de variantes em genes envolvidos em processos inflamatérios com a
severidade clinica apresentada por pacientes com anemia falciforme (Vargas et al., 2005).

A distribuicdo dos polimorfismos do gene da enzima eNOS indicou auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre pacientes e controles, bem como entre
pacientes com quadro clinico severo e aqueles com quadro moderado (Vargas et al., 2005).
E interessante notar, porém, que todos os pacientes homozigotos para a variante presente
no promotor do gene que codifica a proteina eNOS observados nesta amostra
apresentaram quadro clinico severo, quando observado o parametro de pain rate (taxa de

dor, que corresponde ao numero de crises de dor por ano). Considerando os estudos
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funcionais que reportam o papel importante desta variante para o funcionamento do
promotor do gene nos3 (Nakayama et al., 1999), pode-se sugerir que a reduc¢do nos niveis
da enzima, provocada pela presenca do alelo variante em homozigose, estaria contribuindo
para o desenvolvimento de um quadro clinico severo nestes pacientes.

Neste trabalho também ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas nas distribui¢cGes genotipica e alélica entre pacientes e controles, ou entre os
grupos de pacientes com quadro clinico severo e quadro clinico moderado, para ambas as
variantes dos receptores de quimiocinas estudados (Vargas et al., 2005). Houve diferenca
estatisticamente significativa entre as freqliéncias do alelo CCR2-64/ observadas em
pacientes do sexo masculino e feminino (p=0,03). Ndo foram identificados individuos
homozigotos para alelo defectivo CCR5delta32, o que seria de se esperar se considerarmos
gue esta mutacdo é de origem européia e a amostra de pacientes se constitui de Afro-
brasileiros e miscigenados. O niumero de pacientes heterozigotos para CCR5delta32 nesta
amostra (n=4) foi bastante reduzido, porém todos eles fizeram parte do grupo de pacientes
com quadro clinico severo da doenca, quando consideramos a pain rate. Para o alelo CCR2-
641, identificou-se apenas 1 (um) individuo homozigoto, o qual é homozigoto para o alelo
CCR5 selvagem e apresentou quadro clinico considerado severo (3-4 crises de dor por més,
ocorréncia de AVC - acidente vascular cerebral, infeccdo renal e vdrias internagdes
hospitalares) antes do inicio do tratamento com HU. Identificaram-se apenas 2 (dois)
pacientes heterozigotos para ambos os alelos variantes em questao, os quais apresentavam
guadro clinico severo com histérico de infec¢des (pneumonia e outras) e pain rate elevada,
antes do inicio do tratamento com HU.

A pergunta que surge com esta nova visdo a respeito da anemia falciforme é um

dilema do género “o-ovo-ou-a-galinha”: o que ocorre primeiro, a inflamagcdo ou a vaso-
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oclusdao? Ou, colocando de outra maneira: a vaso-oclusao resulta de um processo
inflamatodrio, ou é a vaso-oclusdo o fator que desencadeia uma cascata de inflamagdo? As
evidéncias atuais apontam para um ciclo vicioso, em que o processo inflamatério causaria
vaso-oclusdo, que por sua vez geraria um processo inflamatdrio, e assim por diante (Hebbel

et al., 2004).

1.4 Anemia Falciforme, Hemoglobina Fetal e Hidroxiuréia

Conforme observado inicialmente por Watson (1948), o grau de falcemizacdo das
células sangiiineas € menor em criancas pequenas, sugerindo que a hemoglobina adulta
estaria envolvida neste processo (revisado por Serjeant, 2001). De fato, experimentos
posteriores demonstraram que a HbF ndo precipita como ocorre com a HbS e, portanto, sua
presenca poderia contribuir para o menor grau de falcemizacdo observado quando
comparados criancas e adultos com anemia falciforme (revisado por Atweh et al., 1999 e
Naoum, 2000).

Os niveis de HbF em adultos sdo muito variaveis, tanto em individuos normais
guanto em individuos com anemia falciforme. O principal fator responsavel por esta
variacdo em pacientes jamaicanos e franceses foi o locus FCP (F-cell production) ligado ao X,
que regula a producao de células F, as quais representam o conjunto de eritrdcitos ao qual a
HbF fica restrita apds o nascimento (Chang et al., 1995; Chang et al., 1997). Outro fator
genético que parece influenciar os niveis de HbF é o haplétipo associado ao alelo HBB*S
(Steinberg et al., 1997).

Estudos demonstraram que os hapldtipos SEN e Arabe-Indiano estdo associados a
uma expressdao mais branda da anemia falciforme. Seus portadores apresentaram niveis

mais altos de HbF e anemia mais leve, quando comparados aos portadores dos demais
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hapldtipos existentes (Nagel et al., 1985; Kulozik et al., 1987; Ramana et al., 2000).

Em modelos animais desenvolvidos para o estudo da anemia falciforme, maiores
niveis de HbF demonstraram correlagdo positiva com a melhora do quadro anémico
caracteristico da doenca (Fabry et al., 2001). Clinicamente, altos niveis de HbF também
foram associados a um curso mais benigno da doenca, caracterizado pela diminuicdo de
eventos vaso-oclusivos e por maior expectativa de vida (Hutz & Salzano, 1983; Platt et al.,
1994; Thomas et al., 1997; revisado por Atweh et al., 1999).

Estas observagdes influenciaram no direcionamento dos estudos com énfase em
terapia para a busca de agentes capazes de aumentar os niveis de HbF em pacientes com
anemia falciforme. Substancias citotdxicas, como 2-desoxi-5-azacitidina (Koshy et al., 2000)
e hidroxiuréia (HU) (de Montalembert et al., 1997; Maier-Redelsperger et al., 1999; Ferster
et al., 2001; Steinberg et al., 2003; Teixeira et al., 2003; revisado por Halsey & Roberts,
2003), fatores de crescimento hematopoiético, como a eritropoietina (el-Hazmi et al., 1995;
revisado por Saleh & Hillen, 1997), além de zileuton (ZL), um andlogo estrutural da HU
(Haynes et al., 2004), butirato e outros acidos graxos de cadeia curta (Blau et al., 1993;
Dover et al., 1994; Liakopoulou et al., 1995; Atweh et al., 1999) tém sido avaliados quanto a
capacidade de induzir a producdo de HbF nestes pacientes.

De acordo com Claster & Vichinsky (2003), a HU é a mais promissora dentre as novas
terapias disponiveis para o tratamento da anemia falciforme. Embora esta droga seja
utilizada devido a sua habilidade em aumentar os niveis séricos de HbF, had casos em que os
pacientes sob tratamento com HU apresentam melhora clinica sem aumento significativo
em seus niveis de HbF, sugerindo outros mecanismos de ac¢do para a HU na modulacdo do
qguadro clinico destes pacientes. Estudos indicam que os efeitos benéficos da HU incluem a

modificacdo das interagdes entre eritrécitos e endotélio vascular (reduzindo a expressao de
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moléculas de adesdo nos eritrdcitos) e a reducdao do numero de leucdcitos (o que
contribuiria para a diminuicdo da condicdo pro-inflamatdria) (revisado por Halsey & Roberts,
2003).

A HbF é formada por cadeias de gama-globina A ou G, dependendo do aminoacido
(alanina ou glicina) presente na posi¢cdo 136 da proteina. A proporcdo de cadeias gama-A
(30%) e gama-G (70%) permanece constante durante o desenvolvimento fetal, porém, em
eritrocitos adultos, esta proporcao se altera e a HbF produzida é composta primordialmente
por cadeias gama-A (60%) (revisado por Saleh & Hillen, 1997). A contribuicdo de ambos os
tipos de cadeia gama para as propriedades anti-falcemizantes da HbF parece ser diferente: a
cadeia gama-A é menos eficiente na prevencdo da polimerizacdo da HbS do que a cadeia
gama-G, pois a alanina presente naquela proteina reduz a flexibilidade da molécula,
interferindo na sua interacdo com a cadeia beta-S. Considerando este fato, Teixeira et al.
(2003) investigaram o efeito da HU sobre a composicdo de cadeias gama da HbF, em
pacientes com anemia falciforme sob tratamento com esta droga. Os resultados mostraram
gue a taxa de gama-G:gama-A foi significativamente maior no grupo de pacientes tratados
com HU, confirmando resultados prévios (Xu & Zimmer, 1998) e sugerindo que a sintese
predominante da cadeia gama-G pode ser um dos responsaveis pelo efeito benéfico da HU
nestes pacientes.

Levando em conta o potencial citotoxico da HU, os estudos clinicos envolvendo o
tratamento de pacientes com anemia falciforme com esta droga tém se preocupado em
acessar a toxicidade e a seguranca do uso prolongado da HU, tanto em adultos quanto em
criancgas tratadas. Em seu trabalho de revisdo, Halsey & Roberts (2003) encontraram quatro
casos de tumores desenvolvidos durante o tratamento com HU descritos na literatura, dos

quais apenas dois parecem ter relagdo com o tratamento. Em estudo que reportou o efeito
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da HU sobre a morbidade e a mortalidade em pacientes adultos com anemia falciforme, ao
longo de nove anos de tratamento, Steinberg et al. (2003) observaram trés casos de cancer,
dos quais um foi fatal, em um total de 299 pacientes analisados.

Apesar de amplamente utilizada no tratamento de pacientes com anemia falciforme,
os detalhes do mecanismo de acdo da HU ndo estdo completamente estabelecidos.
Trabalhos iniciais reportaram que a HU inibe a sintese de DNA, agindo através da inibicdo da
enzima ribonucleotideo redutase (revisado por Cokic et al., 2003). Ho et al. (2003) sugerem
gue este mecanismo de acdo é critico para a inducao de HbF por HU in vivo, em pacientes
com anemia falciforme. Cokic et al. (2003) propdem que a inducdo de HbF por HU é
mediada por sua propriedade de doadora de éxido nitrico (NO). Esta caracteristica da HU foi
estudada por Gladwin et al. (2002), através da andlise de pacientes com anemia falciforme
sob tratamento com HU. Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a terapia
com HU esta associada com a geracao intravascular e intraeritrocitica de NO, sugerindo que
o papel do NO na indugdo de HbF deveria ser explorado.

Outras evidéncias, no entanto, indicam que a HU agiria regulando de maneira
positiva o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) que, por sua vez, agiria sobre a enzima
oxido nitrico sintetase (NOS) provocando o aumento da sintese de NO. Morris et al. (2003)
consideram que ambos os mecanismos podem estar envolvidos na producdo de NO
mediada pela HU e, desta forma, a modulacdo dos niveis de HbF seria afetada por ambas as
vias de geracdo de NO. Estes autores reportaram que a co-administracdao de HU e arginina
(substrato a partir do qual a NOS sintetiza NO) para pacientes com anemia falciforme resulta
no aumento dos niveis séricos de metabdlitos de NO (NO,), enquanto a arginina somente
ndo é capaz de produzir tal efeito.

Delgado-Cafiedo et al. (2005), por sua vez, sugerem que a HU interfere na via de
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sinalizacdo do ferro, propondo que a sintese de HbF em células eritréides é altamente
dependente desta via de sinalizacdo.

A HU reage com a hemoglobina formando ferro nitrosil hemoglobina, nitrito e
nitrato. Estas reagles, entretanto, ndo ocorrem na velocidade adequada para justificar o
aumento destes compostos observado em pacientes sob tratamento com HU, sugerindo a
existéncia de outros mecanismos de atuagao para a HU. Em um trabalho de revisdo sobre as
propriedades da HU como doadora de NO, King (2004) conclui que, apesar da oxidacdo
guimica da HU produzir NO ou espécies relacionadas, o local e o mecanismo da conversao in
vivo da HU ndo sdo conhecidos, sugerindo que estudos posteriores sdao necessarios para
elucidar tais pontos.

A influéncia da HU na expressdo génica de pacientes com anemia falciforme
comecou a ser estudada recentemente. Costa et al. (2007) investigaram o perfil de
expressao génica de células da medula dssea de um paciente com anemia falciforme, antes
e depois de tratado com HU. Na comparagao dos resultados, foram identificados 147 genes
diferencialmente expressos, 0s quais estavam envolvidos na regulacdo dos processos de
transcricao e traducao, tais como EGR-1, CENTB1, ARHGAP4 e RIN3. O efeito da HU em
reticulécitos de pacientes também foi investigado, e dentre os genes com expressdo
alterada encontrados neste trabalho incluem-se SUDS3, FZD5 e PHC3, possivelmente
associados com a regulacdo da expressao de globinas (Moreira et al., 2008). Outro trabalho
recente investigou a expressdo de mediadores de inflamacdo em leucdcitos de pacientes,
tratados ou ndao com HU, e comparou estes dados aqueles obtidos em individuos saudaveis
(Lanaro et al., 2009). Os autores reportaram alteragGes significativas na expressdo de genes
como iNOS (expressao reduzida) e IL-10 (expressdao aumentada) em neutrdfilos de pacientes

sob tratamento com HU, em comparagdo aos outros grupos estudados.
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1.5 Anemia Falciforme e Biomarcadores de Inflamacéo

1.5.1 Moléculas de Adeséo

As moléculas de adesdo estdo presentes em diversos tipos celulares e desempenham
papel importante no processo inflamatério, mediando tanto a ligacdo de leucdcitos ao
endotélio como o rolamento e a migracdo transendotelial destas células em locais de
inflamagdo (Figura 3). Eritrécitos maduros e imaturos, além de reticuldcitos, possuem
receptores para moléculas de adesdo, através dos quais interagem com leucdcitos,
plaguetas e células endoteliais. Alguns destes receptores estdo ativados nos eritrocitos
falcémicos (revisado por Johnson & Telen, 2008).

Estudos in vitro e em modelos animais sugerem o envolvimento de diversas
moléculas de adesdo nas interacdes entre eritrécitos e endotélio vascular: a integrina a5p3,
moléculas CD36, fibronectina e VCAM-1, expressas na superficie de células endoteliais;
glicolipideos sulfatados, fosfatidilserina (PS), CD36 e integrina a41 (ou VLA-4), na superficie
de eritrdcitos. Proteinas plasmaticas, como o fator de von Willebrand (VWF) e a
trombospondina (TSP), fariam a ponte entre as proteinas de células endoteliais e de
eritrocitos. No entanto, o papel destas moléculas em seres humanos, in vivo, ainda ndo esta
bem estabelecido, especialmente no que concerne sua participacdo nos episddios de VO
(para revisao vide Harlan, 2000, Hebbel et al., 2004 e Okpala, 2004).

Conforme descrito anteriormente, eritrécitos falcémicos apresentam maior
aderéncia ao endotélio do que eritrécitos normais e recentemente demonstrou-se que esta
aderéncia é modulada por polimorfismos no gene do receptor adrenérgico beta 2 (ADRB2) e
no gene que codifica uma isoforma da adenilil ciclase (ADCY6) (revisado por Zennadi et al.,

2008). Considerando estes dados, pode-se especular que polimorfismos que alteram a
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expressao e/ou o funcionamento de moléculas de adesdo poderiam contribuir para a
modulac¢do do quadro clinico de pacientes com anemia falciforme.

Existem diversos grupos ou familias de moléculas de adesdo, e este trabalho
concentrou-se no estudo de duas delas: ICAM-1 (ou CD54) e PECAM-1 (ou CD31). Até onde
alcanca nosso conhecimento no presente momento, ndo hda trabalhos publicados
investigando a correlagdo entre polimorfismos nestas moléculas de adesdo e o quadro
clinico em anemia falciforme.

As moléculas de adesdo intercelulares (intercellular adhesion molecules, |ICAMs)
constituem uma sub-familia com 5 membros, dentro do grupo das imunoglobulinas. A
molécula ICAM-1, cujo gene é alvo deste estudo, desempenha papel importante na adesao
de leucdcitos ao endotélio ativado, estabelecendo fortes pontes de ligacdo com integrinas -
outra classe de moléculas de adesdo - em locais de inflamacdo (revisado por Blankenberg et
al., 2003). O gene que codifica ICAM-1 esta localizado na regido 19p13, e polimorfismos
existentes neste local tém sido associados a diversas condi¢bes inflamatdrias, incluindo
esclerose multipla, artrite reumatdide, doenca de Crohn e disturbios (Jiang et al., 2002;
Matsuzawa et al., 2003; Nejentsev et al., 2003; Pola et al., 2003; Lee et al., 2004; Low et al.,
2004). O polimorfismo rs5498 (-1548 A/G ou K469E), estudado aqui, situa-se antes de um
sitio doador de splice que produz uma isoforma menor da proteina (ICAM-1-S) por splicing
alternativo. Um estudo recente sugeriu que este polimorfismo pode modificar o processo
inflamatodrio alterando a interacdo entre as células e regulando, desta maneira, a apoptose
(lwao et al., 2004).

A molécula de adesdo de plaqueta e célula endotelial 1 (platelet-endothelial cell
adhesion molecule 1, PECAM-1) também é membro da superfamilia das imunoglobulinas, e

estd presente na superficie de mondcitos, alguns tipos de linfécitos T, plaquetas e células
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endoteliais. Além de exercer fung¢do nos processos de migracdao transendotelial de
leucécitos e progenitores hematopoiéticos, na ligacdo ao parasita da malaria e na
angiogénese, PECAM-1 também parece ser um importante modulador da funcdo das
integrinas (revisado por Newman & Newman, 2003).

Variantes genéticas no gene de PECAM-1, o qual estd localizado na regido 17923,
tém sido associadas com o desenvolvimento de doencas cardiacas em diferentes grupos
étnicos (Wenzel et al., 1999; Sasaoka et al., 2001; Elrayess et al., 2003; Elrayess et al., 2004;
Listi et al., 2004; Fang et al., 2005; Yang et al., 2007), e com a susceptibilidade a malaria
(Kikuchi et al., 2001; Casals-Pascual et al., 2001). No presente trabalho foram investigados
dois polimorfismos descritos em PECAM-1: i) a substituicdo C/G (rs668, 373 C/G ou L125V),
gue ocasiona uma troca de aminodcido e provoca a alteracdo de imunorreatividade da
proteina madura (Behar et al., 1996) e ocorre no éxon 3, o qual codifica o primeiro dominio
de imunoglobulina da molécula; e ii) a substituicdo G/A, descrita por Elrayess et al. (2003),
gue ocorre na regido 5’ nao-traduzida (5’UTR) do gene, alterando um elemento de resposta

a estresse (shear stress responsive element, SSRE).

Migragdo através
da matriz
endotelial

Passagem
pelalamina
basal

Captura Rolamento Ativacdo Adesdo Diapedese

L-selectina L-selectina  Quimiocina-R LFA-1 PECAM-1 PECAM-1 Mac-1

VLA-4 PSGL-1 PAF-R Mac-1 CD99 Outras? Betal
ESL-1 VLA-4

Moléculas de
leucécitos

Lamina basal

s-Le s-Le Quimiocinas ICAM-1 PECAM-1 HSPG +?
VCAM-1 P-selectina PAF ICAM-2 CD99 desconhecidas
E-selectina VCAM-1

Fibrinogénio
Fibronectina

Células endoteliais ou
matriz extracelular

Figura 3: llustracdo representativa do processo de transmigracdo endotelial de leucdcitos
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em sitios de inflamagdo, mediado por moléculas de adesdo e outros fatores (modificado de

Muller, 2002).

1.5.2 Citocinas

Citocinas sdo polipeptideos produzidos em resposta a microorganismos e outros
estimulos, que regulam as reacBes imunoldgicas e inflamatdrias. Caracterizam-se por
apresentar, freqlientemente, acao pleiotrdpica e redundante: a mesma citocina pode agir
em diferentes tipos celulares e diferentes citocinas podem exercer a mesma funcdo efetora.

Além disso, podem influenciar a atividade de outras citocinas, provocando efeito de cascata.

A sintese de citocinas geralmente ocorre por nova transcricdo génica, como
resultado da ativacdo celular, ou seja, as moléculas ndo ficam estocadas na célula. Na
maioria dos casos, as citocinas podem ser consideradas “hormdnios de ac¢do local”, atuando
em locais préximos aqueles em que sdo produzidas: na propria célula secretora (ac¢do
autdcrina) ou em células vizinhas (acdo pardcrina). As citocinas iniciam suas acdes com a
ligacdo a receptores de membrana especificos, em células-alvo. A expressdao desses
receptores é regulada por sinais externos: o estimulo de células T por antigenos leva ao

aumento da expressdo de receptores de membrana para citocinas (Abbas, 2000).

As citocinas estdo aparentemente envolvidas em diversos mecanismos que
desencadeiam a vaso-oclusdo, tais como a ativacao do endotélio, a inducdo da adesdo de
eritrécitos e neutrofilos ao endotélio, a ativagdo de plaquetas e a produgdo de endotelina-1
(ET-1). Além disso, estdo envolvidas na regulacdo da hematopoiese e na inibicdo de funcdes
imunoldgicas (revisado por Makis et al., 2000). Conforme sua atividade, as citocinas podem

ser classificadas em pro- ou anti-inflamatarias.

A presenga de citocinas, quimiocinas e outros marcadores de inflamagdo soluveis
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vem sendo investigada no soro ou plasma de pacientes com anemia falciforme na ultima
década, especialmente na populacdo norte-americana (Tabela 1). Dentre os fatores mais
estudados nestes pacientes, encontram-se o fator de necrose tumoral (tumor necrosis

factor, TNF) e as interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8).

A maioria dos trabalhos que incluem o TNF em suas andlises reporta niveis
aumentados desta citocina no soro ou plasma dos pacientes investigados, que incluem
norte-americanos, venezuelanos e brasileiros (Francis & Haywood, 1992; Malavé et al.,
1993; Tavakkoli et al., 2004; Lanaro et al., 2009). Em oposicdo a estes dados, o estudo de
pacientes gregos e arabes revelou a auséncia de niveis detectaveis de TNF nestes individuos
(Bourantas et al., 1998 e Raghupathy et al., 2000, respectivamente). E interessante ressaltar
qgue Malavé et al. (1993) observaram uma correlagdao inversa entre a porcentagem de
hemoglobina fetal (HbF) e os niveis de TNF encontrados no soro de pacientes venezuelanos.
Considerando que a maioria dos pacientes arabes é portadora do haplétipo Arabe-Indiano,
notadamente associado a altos niveis de HbF, pode-se especular que esta caracteristica

tenha influenciado os resultados observados por Raghupathy et al. (2000).

Croizat (1994) também descreve uma correlagdo entre niveis de HbF e citocinas em
pacientes com anemia falciforme: individuos com baixos niveis de HbF (< 9%) apresentaram
altos niveis plasmaticos de fator estimulador de colbénias — granuldcito-macréfago
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), enquanto aqueles com alto
niveis de HbF ndo apresentaram niveis detectdveis de GM-CSF. Ainda neste estudo, a autora

observou uma correlacao direta entre os niveis plasmaticos de HbF e IL-3.

Graido-Gonzalez et al. (1998) examinaram os niveis circulantes de ET-1,

prostaglandina E2 (PGE2), citocinas pré-inflamatodrias (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-8) e anti-
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inflamatdrias, (IL-10), durante e apds CVOs em pacientes com anemia falciforme. Pacientes
em crise apresentaram niveis de ET-1 e de PGE2 maiores do que individuos controle sadios.
Os outros fatores também avaliados ndo se mostraram aumentados durante as CVOs ou em
pacientes com anemia falciforme assintomaticos. Os autores sugerem que a ET-1, sendo
uma potente mediadora de vaso-constricdo e inflamacao, poderia ter papel importante no
ciclo de isquemia e inflamacdo que provoca a dor durante as CVOs. Além disso, a PGE2
poderia contribuir para a maior susceptibilidade a infeccbes observada nestes pacientes,

uma vez que tem efeito supressor sobre o sistema imunoldgico.

A IL-8, descrita como um dos mediadores na ligacdo de leucdcitos
polimorfonucleares ao endotélio, foi estabelecida como marcador vaso-oclusivo para um
grupo de pacientes brasileiros com anemia falciforme (Gongalves et al., 2001). Os dados
deste estudo mostraram um aumento estatisticamente significativo nos niveis de IL-8 de
pacientes em CVO, comparados aos niveis desta proteina em pacientes estaveis e
individuos-controle sadios. Estes dados discordam daqueles apresentados por Graido-
Gonzalez et al. (1998), mas estdo de acordo com o observado por Duits et al. (1998).
Analisando niveis séricos de IL-8 em pacientes com anemia falciforme durante crises de dor,
Duits et al. (1998) observaram niveis significativamente elevados de IL-8 nestes individuos,
guando comparados a pacientes assintomaticos e individuos sadios. O conjunto destes

dados sugere que a citocina IL-8 poderia ter um papel importante durante a CVO.

s

E interessante ressaltar a importancia de estudos realizados com populaces
brasileiras, levando-se em conta que estas diferem geneticamente de populagdes norte-
americanas e africanas se considerarmos a migracdo diferencial de africanos para as

Américas do Norte e do Sul (para revisdo vide Zago et al., 1992 e Gongalves et al., 2003),
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além da mistura ocorrida entre os povos africano, europeu e nativo no continente
americano. Tais diferencas genéticas podem determinar, por exemplo, a resposta
diferencial a drogas terapéuticas, a maioria das quais testadas em popula¢des norte-
americanas e européias (revisado por Tate & Goldstein, 2004). Além disso, a classificacdo
racial com base na pigmentacdo da pele, a exemplo do que ocorre no Brasil, ndo parece ter
uma forte correlagdo com a ancestralidade dos individuos, o que enfatiza a necessidade de
precaucdo ao se utilizar a pigmentacdo como marcador de ancestralidade ou ao se
extrapolar resultados obtidos em uma populacdo miscigenada para outra (Parra et al.,
2004). A realizacdo de estudos comparativos entre populagdes miscigenadas, como afro-
brasileiras e afro-americanas, podera ter implicacbes nas pesquisas acerca de estratégias
terapéuticas mais especificas e adequadas para doencas complexas ainda sem tratamento

definido, como é o caso da anemia falciforme.
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Tabela 1: Revisdo da literatura sobre a analise de citocinas e outros mediadores de

inflamagdo no plasma/soro de pacientes com anemia falciforme.

Citocinas/outros

Populagao

Resultados
(referéncia)

IL-1, TNF

TNF-alfa

GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-1 (alfa,beta)
IL-4, IL-6, IL-10

Proteinas de fase aguda, beta2-
microglobulina, IL’s, TNF-alfa

IL-8

Endotelina-1, prostaglandina E2,
TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-8, e IL-10

IL-3, IL-6, GM-CSF, EPO, SCF
(sob tratamento com HU)

ILs 1,2 e 12, IFN-gama, sIL-2R

GM-CSF

IL-6, alfa2-macroglobulina

TNF-alfa

IL-8

TNF-alfa

IL-3, IFN-gama, neopterina

IL-8, IL-10, TNF-alfa, PGE2 e outros
biomarcadores de inflamagdo

Norte-americanos

Venezuelanos

Norte-americanos

Norte-americanos

Gregos
Antilhas Holandesas

Norte-americanos

Antilhas Holandesas

Norte-americanos

Arabes

Gregos

Arabes

Brasileiros (NE)

Norte-americanos

Brasileiros (SE)

Brasileiros (SE)

Niveis elevados de ambas as citocinas
investigadas

(Francis & Haywood, 1992).

Niveis elevados e correlagdo inversa com
%HbF

(Malavé et al., 1993).

Correlagdo inversa entre GM-CSF e %HbF,
e direta entre IL-3 e %HbF (Croizat, 1994).
Niveis elevados de todas as citocinas
investigadas

(Taylor et al., 1997).

Niveis elevados de beta2M, IL-6 e sIL-2R
(Bourantas et al., 1998).

Niveis elevados durante CVO (Duits et al.,
1998).

Niveis elevados de ET-1 e PGE2 durante
CVOo

(Graido-Gonzalez et al., 1998).

Somente IL-3 mostrou-se aumentada
durante tratamento

(Saleh et al., 1998).

Niveis elevados de sIL-2R

(Taylor et al., 1999).

Auséncia de correlagdo entre GM-CSF e
%HbF

(Haider et al., 2000).

Niveis elevados de IL-6 e alfa2M;
correlacdo direta entre os valores de
ambas

(Makis et al., 2000).

Niveis ndo-detectaveis (Raghupathy et al.,
2000).

Aumento significativo durante CVO
(Gongalves et al., 2001).

Niveis elevados em comparacdo a
controles; sem diferenga entre pacientes
em repouso e em CVO

(Tavakkoli et al., 2004).

Niveis elevados de IL-3; correlagdo direta
com %HbF

(Rodrigues et al., 2006).

Niveis elevados de TNF-alfa, IL-8 e PGE2;
reversao de TNF-alfa e aumento de IL-10
com HU

(Lanaro et al., 2009).
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OBIJETIVOS

Considerando o exposto anteriormente, o presente trabalho teve como objetivos:

1) Investigar a presencga de citocinas pro- e anti-inflamatérias (interleucinas 2, 4, 5 e
10, interferon-gama e TNF-alfa) no plasma de pacientes com anemia falciforme, visando

auxiliar no estabelecimento do perfil imunoldgico destes individuos;

2) Determinar a frequéncia dos polimorfismos ICAM-1 rs5498, PECAM-1 53 G/A e
PECAM-1 rs668 em um banco de DNA de pacientes com anemia falciforme, visando dar

continuidade aos estudos imunogenéticos realizados em nosso laboratério;

3) Estudar in vitro o efeito da hidroxiuréia em células eritrdides isoladas de pacientes
com anemia falciforme;
3.1) Analisar o efeito da hidroxiuréia na expressdo génica em células
eritréides provenientes de pacientes, através da técnica de differential display (DD-PCR);
3.2) Comparar a expressao génica de células eritréides de pacientes que
apresentam altos niveis de hemoglobina fetal, com aqueles que apresentam niveis baixos

desta proteina.
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Abstract

Sickle cell disease (SCD) has been approached as an inflammatory condition in the
past decades. The hallmark of the disease is vaso-occlusion (VO), and cytokines seem to be
involved in mechanisms that trigger VO. Cytokines, chemokines and other soluble markers
of inflammation have been investigated in SCD patients from different populations and the
results obtained so far can vary according to the population being considered. We have
investigated the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in patients from southern
Brazil by flow cytometry, comparing the obtained results to those found in healthy controls
and to previously published data. Our results show increased TNF levels in patients,
although the differences between patients and controls were not significant (p = 0.0644).
We speculate that hydroxyurea could have influenced our results. Studying cytokines in SCD
patients from different populations could help to elucidate the role of the immune system

on this complex disorder.
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Sickle cell disease (SCD) results from a single point mutation at the beta-globin gene
(GAG—>GTG) and it has been approached as an inflammatory condition in the past decades
(1). The hallmark of the disease is vaso-occlusion (VO), which is caused by interactions
between plasma proteins, sickled erythrocytes, activated leukocytes, platelets and the
endothelium (2).

Cytokines seem to be involved in many of the mechanisms that trigger VO, including
endothelium activation, the induction of erythrocyte and neutrophil adhesion to the
endothelium, the activation of platelets and the production of endothelin 1 (ET-1), a potent
vasoconstrictor and pro-inflammatory agonist (3). The presence of cytokines, chemokines
and other soluble markers of inflammation has been investigated in plasma or serum of SCD
patients from different populations, during steady state and painful crisis, as well as during
hydroxyurea (HU) treatment (Table 1). The results obtained so far can vary according to the
population being considered (see, for example, studies reporting tumor necrosis factor —
TNF — levels), reflecting the need to be careful when extrapolating the data generated in
one population to another, and reinforcing the need to study different populational groups
in order to design a more thorough picture of SCD clinical aspects.

In order to contribute to the characterization of the immunological profile of SCD,
we have investigated the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines in patients from
southern Brazil by flow cytometry, comparing the obtained results to those found in healthy
controls.

SCD patients being followed at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) were
invited to participate in the present work, which was submitted to and approved by the
hospital ethics committee. Healthy controls were recruited at Hospital Sao Lucas, Porto

Alegre. Informed consent forms were signed by all participants. Blood samples were

37



obtained from 22 individuals (11 SCD patients and 11 healthy controls) in BD Vacutainer™
tubes (BD Diagnostics, NJ, USA), which were immediately centrifuged in order to isolate the
plasma. Plasma samples were aliquoted and stored at -202C until manipulation.

The concentration of plasma cytokines was determined by flow cytometry using the
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Biosciences, San Diego,
CA), a multiplex immunoassay which quantitatively measures soluble analytes on the basis
of their different fluorescence intensities. The CBA kit employed here allows for the
discrimination of interleukins (ILs) 2, 4, 5 and 10, as well as interferon-gamma (IFN) and TNF-
alpha. Sample processing and data analysis were performed according to the
manufacturer’s instructions, and sample data were acquired using a FACSCalibur flow
cytometer (BD Biosciences, San Diego, CA).

The GraphPad Prism 5 software was used for statistical analysis. Mean and standard
error of mean (SEM) values were calculated for SCD patients and healthy controls, and the
results were compared by the Student’s unpaired two-tailed t-test. A p value of less than
0.05 was considered to be statistically significant.

Demographic and clinical data of SCD patients and controls are depicted in Table 2.
All the patients were in steady state when blood samples were collected. Also, all of them
presented low hematocrit (mean 23.9 %) and hemoglobin values (mean 7.55g/dL), which
indicate that every patient presents some level of anemia. Nine out of eleven patients were
under HU treatment, and HbF levels were higher after HU treatment (mean values, before
5.75% and after HU 14.25%). Cytokine levels in SCD patients and healthy controls are
presented in Table 3.

Previous studies investigating plasma TNF in SCD patients have reported high levels

of the cytokine in North-Americans, Venezuelans and Brazilians (4, 5, 6, 7). However, studies
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in Greek and Arabic patients have failed to find detectable levels of TNF (8, 9). Furthermore,
Lanaro et al (7) have observed that TNF levels were significantly lower in SCD patients using
HU, when compared to untreated individuals. Our results show increased TNF levels in SCD
patients, although the differences between patients and controls were not statistically
significant (p = 0.0644). Most of our patients were taking HU, hence we could speculate that
this treatment could have influenced the results concerning TNF observed here, taking into
consideration the data presented by Lanaro et al (7). However, we were unable to point out
a direct correlation between TNF levels and HU intake, which could have been attributed to
the fact that several patients report to take HU in an irregular manner (data not shown).

Interestingly, Malavé et al. (5) reported an inverse correlation between %HbF and
TNF levels in Venezuelan patients. Considering that most Arabic patients present the Arabic-
Indian haplotype, notably associated with higher %HbF, one could speculate that this might
have influenced the results obtained by Raghupathy et al. (9). Croizat (10) has observed that
low levels of HbF were associated with high plasma levels of granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF), while high HbF levels corresponded to undetectable
GM-CSF levels. Furthermore, the author has reported a direct correlation between HbF and
IL-3 levels. In our study, there was a correlation between %HbF and levels of IFN (R=0.58),
considering the patients whose HbF values were collected prior to HU treatment (n=8).

Levels of IL-2 and IFN had been previously investigated in North-American and
Brazilian SCD patients (11, 12). Our results support both of these studies, which have
reported no significant differences on the levels of those cytokines, when comparing steady
state SCD patients and healthy controls.

Previous studies investigating the levels of anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10

have reported conflicting results. While Taylor et al (13) observed high levels of IL-10 in
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North-American patients, Graido-Gonzalez et al (14) and Lanaro et al (7) did not find
differences in IL-10 levels between patients and controls from North-America and Brazil,
respectively. Our results on IL-10 are in agreement with these last reports. On the other
hand, our data on IL-4 levels differ from those reported by Taylor et al (13), who have
observed high IL-4 levels in a group of North-American patients. The other anti-
inflammatory cytokine included in our work, IL-5, had not been investigated in SCD patients
before.

A noteworthy fact is that the method we have chose to access plasma cytokine levels
in SCD patients is different from most of the other studies cited here. In most cases, plasma
cytokines are investigated by ELISA, while in the present work these data were obtained by
flow cytometry and the multiplex assay CBA (cytometric bead array). The relevance of these
methods was investigated by Hemdan (15), who compared ELISA, CBA and RT-PCR,
concluding that the evaluation of cytokines by CBA is relevant and could replace the other
methods, both in basic research and diagnostics. Hence, we could assume that the results
observed in our group of patients is comparable to those observed by all the
aforementioned authors.

As final remarks, we would like to point out that: i) most of the SCD patients
investigated here is receiving HU, which could have influenced our results, as reported by
Lanaro et al (7); and ii) populational groups investigated here and on the other studies
previously mentioned are different, which implicate in differences (such as genetic
background, which includes beta-S haplotypes) that could help explain some of the
divergent results observed when comparisons were made. Nevertheless, we believe that
the study of cytokines in SCD patients from different populations is an important approach

in trying to elucidate the role of the immune system on the pathophysiology of this complex
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disorder.
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Table 1: Review of the literature on cytokine and other mediators of inflammation in SCD

patients.

Cytokines/others

Population

Results
(reference)

IL-1, TNF

TNF-alpha

GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-1 (alpha,beta)

IL-4, IL-6, IL-10

Acute phase proteins, beta2-
microglobulin, IL’s, TNF-alpha

IL-8

Endothelin-1, prostaglandin E2,
TNF-alpha, IL-1beta, IL-6, IL-8, & IL-
10

IL-3, IL-6, GM-CSF, EPO, SCF

(under HU treatment)

ILs 1,2 e 12, IFN-gama, sIL-2R

GM-CSF

IL-6, alpha2-macroglobulin

TNF-alfa
IL-8

TNF-alpha

IL-3, IFN-gamma, neopterin

IL-8, IL-10, TNF-alpha, PGE2 &
others

North-americans

Venezuelans

North-americans

North-americans

Greeks

Dutch Antilles

North-americans

Dutch Antilles
North-americans

Arabics

Greeks

Arabics

Brazilians (northeast)

North-americans

Brazilians (southeast)

Brazilians (southeast)

Elevated levels of both cytokines
(4).

Elevated levels & inverse
correlation with %HbF

(5).

Inverse correlation between GM-
CSF & %HbF, and direct correlation
between IL-3 & %HbF

(10).

Elevated levels of all cytokines
(213).

Elevated levels of beta2M, IL-6 &
sIL-2R

(8).

Elevated levels during VO

(16).

Elevated levels of ET-1 & PGE2
during VO

(24).

Elevated levels of IL-3

(27).

Elevated levels of sIL-2R

(11)

No correlation between GM-CSF &
%HbF

(18)

Elevated levels of IL-6 & alpha2M;
direct correlation between them
(19)

Non-detectable levels

(9)

Elevated levels during VO

(20)

Elevated levels when comparing
patients X controls; no difference
between steady state and VO

(6)

Elevated levels of IL-3; direct
correlation between IL-3 & %HbF
(12)

Elevated levels of TNF-alpha, IL-8
& PGE2; diminished TNF-alpha &
elevated IL-10 under HU

(7)
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Table 2: Clinical and demographic data of SCD patients and healthy controls.

SCD patients Controls
(n=11) (n=11)

Gender (female/male) 6/5 7/4
Age* (years) 30.5 (12-49) 40 (22-58)
Hematocrit* (%) 24.5(18.9-30.1) ND (male: 40 — 50; female: 36 — 45)
Hemoglobin* (g/dL) 7.7 (6.0-9.4) ND (>12.5)
HbF before HU* (%) 5.75 (1.5 - 10.0) ND (0.2 - 1.7)
HbF after HU* (%) 14.25 (6.5 - 22)# NA

*Data presented as mean (min-max).
#Data refers to 9 patients.
ND: not determined (reference values).

NA: not applicable.

Table 3: Cytokine levels in SCD patients and healthy controls.

IFN-gamma TNF-alpha IL2 IL10 IL4 IL5

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

SCD patients*  11.95+1.515 13.38 £4.399 6.882+0.5766 7.836 £0.6581 5.755+0.6508 2.873 +0.1898

(n=11)

Controls* 10.14 £ 2.395 4.600 £ 0.8780 6.064 + 1.779 6.036 £ 1.426 4.318 + 0.7075 2.491 + 0.4693
(n=11)

p value 0.5284 0.0644 0.6664 0.2652 0.1507 0.4595

*Data presented as mean + SEM.
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PECAM-1: platelet-endothelial cell adhesion molecule 1;
PS: phosphatidylserine;

RBCs: red blood cells;
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Abstract

Sickle cell disease (SCD) is currently considered a chronic inflammatory condition,
suggesting that genes modulating the immune system are of particular interest when trying
to determine which factors influence its clinical outcomes. We studied three polymorphisms
of the adhesion molecules ICAM-1 and PECAM-1 in SCD patients and compared with healthy
individuals. The polymorphisms were equally distributed between patients and controls
(p>0.05), suggesting that these variants are not directly associated with SCD. Analyses of
polymorphic variants and clinical manifestations showed no significant differences in
genotype or allelic frequencies, between severe and moderate cases. Such observations are
extremely important in order to establish the role of adhesion molecule polymorphisms in

the modulation of this disorder.
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Introduction

Sickle cell disease (SCD) is caused by a single nucleotide substitution (GAT->GTT) in
the beta-globin gene, which produces a mutant hemoglobin molecule (HbS) that
precipitates under hypoxia and alters the morphology of red blood cells (RBCs). These
deformed cells have a reduced lifespan when compared to normal RBCs, so that SCD
patients present varying degrees of anemia.

Vaso-occlusive episodes (manifested as painful crisis) are the hallmark of SCD and
the main cause of the morbidity associated with the disease. In addition to pain episodes
and severe anemia, clinical manifestations of SCD include high incidence of infections, acute
chest syndrome and severe damage to multiple organs - including kidneys, lungs and spleen
- due to recurrent vaso-occlusion. Even though all SCD patients possess the same genetic
mutation as the cause for the disease, they present extremely variable clinical
manifestations(1). This clinical heterogeneity has been attributed to environmental,
psychosocial and genetic factors - such as fetal hemoglobin (HbF) levels, the alpha-globin
genotype and the beta-globin haplotype (2). Moreover, such observations have brought to
attention the fact that SCD could not be explained solely by the beta-globin single gene
mutation.

The data accumulated along the last decades has pointed to a broader definition of
SCD, which is considered today as a chronic inflammatory condition (3; reviewed in 4). The
blockage of vessels and arteries, once believed to be triggered by sickled RBCs, is now
regarded as a multistep and complex event, in which deformed RBCs, leukocytes, platelets
and the endothelium interact with/through inflammatory mediators to cause vaso-
occlusion. Early studies in vitro have demonstrated the higher adhesion of sickled RBCs to

the endothelium when compared to normal RBCs, and these were followed by studies in
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murine models showing the occurrence of inflammation in transgenic sickle mice, when
submitted to hypoxia (5). Along with those evidences, studies involving monocytes,
leukocytes and inflammatory mediators in SCD patients have contributed to the current
concept of SCD as a chronic inflammatory condition, where the interactions among sickled
RBCs, leucocytes and endothelium play a key role in the clinical picture of the disorder. This
idea suggests that a great amount of genetic variants could influence the clinical outcome of
SCD. Furthermore, it implies that genes involved in endothelial function and in the
modulation of the immune system are of particular interest when trying to determine which
factors contribute to differences in the clinical manifestations of this disease.

In spite of such vast amount of evidences, many questions are still to be answered
regarding the exact mechanisms involved in vaso-occlusion. One of these questions refers to
the role of adhesion molecules in vaso-occlusive episodes. Adhesion molecules are present
in a wide variety of cell types, playing an important role in inflammatory processes by
mediating the attachment of leukocytes to the endothelium, followed by rolling and
transendothelial migration on sites of inflammation. Mature and immature RBCs, as well as
reticulocytes, present a number of adhesive receptors through which they interact with
leukocytes, platelets and the endothelium, and some of them have been proved to be active
in sickled RBCs (reviewed by 6). Studies in vitro and in animal models have demonstrated
that several adhesion molecules are involved in the interactions between sickled RBCs and
the endothelium, such as the integrin a5B3, CD36, fibronectin and vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1), on the surface of endothelial cells, as well as phosphatidylserine (PS),
CD36 and the integrin a4B1 (or VLA-4), on RBCs. Plasma proteins (von Willebrand factor and
thrombopondin) also seem to be involved in these interactions. However, the role of these

molecules in vivo, in humans, still remains to be well established (7, 8). As previously stated,
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sickled RBCs are more adherent to the endothelium than normal RBCs, and this adherence
has been recently shown to be modulated by genetic polymorphisms at the beta- 2
adrenergic receptor gene (ADRB2) and at the gene encoding an isoform of the adenylyl
cyclase (ADCY6) (reviewed by 9).

Intercellular adhesion molecules (ICAMs) constitute an immunoglobulin-like sub-
family of five members. ICAM-1 (or CD54) is expressed by leukocytes and endotelial cells,
playing an important role in the arrest of those cells to activated endothelium by
establishing strong bonds with integrins at inflammation sites. The gene for ICAM-1 is
located at 19p13, and polymorphisms described in this region have been associated with
several inflammatory conditions, including rheumathoid arthritis, inflammatory bowel
disease and cardiovascular disorders (10-13). The single-nucleotide polymorphism (SNP)
rs5498 at the ICAM-1 gene is located upstream of a splice donor site that produces an
alternatively spliced short isoform of the protein (ICAM-1-S). A recent study has suggested
that this polymorphism modifies inflammatory immune responses by changing cell-cell
interactions, thus regulating apoptosis (14). Neutrophils from SCD patients have been
shown to have higher ability to adhere to fibronectin and recombinant ICAM-1, when
compared to cells from healthy individuals (15).

Platelet-endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1 or CD31) is also a member of
the immunoglobulin superfamily, being expressed on the surface of monocytes, some T
lymphocyte subsets, platelets and endothelial cells. Besides its well-documented role in the
transendothelial migration of leukocytes and hematopoietic progenitor cells, malarial
parasite binding, and angiogenesis, PECAM—1 also seems to be an important modulator of
integrin function. Genetic variants in the PECAM-1 gene (mapped to 17g23) have been

associated with atherosclerosis, coronary artery disease, myocardial infarction or coronary
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artery stenosis in different ethnic groups (16, 17-19). A C/G substitution (rs668) on PECAM-1
occurs at exon 3, which encodes the first immunoglobu lin domain of the molecule, causing
an aminoacid change and leading to differential immunoreactivity in the mature protein
(20). More recently described, the PECAM-1 53 G/A is a SNP at the 5’ untranslated region
(5’UTR) of the gene that alters a putative shear stress responsive element (SSRE) (17).

In order to contribute to the characterization of the genetic differences underlying
the phenotypic diversity observed in SCD, we have focused our work on three
polymorphisms described in the genes encoding the adhesion molecules ICAM-1 and
PECAM-1 (which are present in leukocytes, platelets and the endothelium): ICAM-1 rs5498
(-1548 A/G, K469E), PECAM-1 53 G/A and PECAM-1 rs668 (373 C/G, L125V). We have
investigated the distribution of these polymorphisms in Brazilian SCD patients (51 males and
47 females) and compared the observed frequencies with those found in healthy controls.
Furthermore, analyses of these three polymorphic variants and the clinical manifestations of
SCD were carried out in order to check for any correlations between the severity of the
disease and the polymorphisms studied here.

Materials & Methods

Female patient age ranged from 4 to 62 years, while male patient age range was 4 to
73 years. One male patient was also diagnosed with alfa-thalassemia, while four (04) other
patients were heterozygotes SC. Homozygosity for the S allele was confirmed by molecular
diagnosis. Blood was collected in BD Vacutainer® Plus K.EDTA tubes (BD Diagnostics, NJ,
USA) and stored at 42C until manipulation. Informed consent was obtained either from
patients or their legal representatives. Patients were either Afro-Brazilians or admixed
individuals. In the present work, the term Afro-Brazilian designates phenotypically black
brazilian individuals. This nomenclature does not consider the individuals’ ancestry, but
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rather their skin color. Healthy Afro-Brazilian individuals were analyzed as controls for the
polymorphisms studied. This project was approved by the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre ethics committee. DNA was isolated from peripheral blood cells using a salting out
method and samples were stored at -202C.

Genotyping was performed by RFLP using specific primers previously described (16,
17, 21). PCR samples were prepared to a final volume of 25ul as follows: 1ul of DNA (0,2 -
0,5ug), 2,5ul of 10X PCR buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl], 1ul of 50mM
MgCl2, 1ul of 3mM dNTP mix, 1ul of 10pmol primer mix and 1U of Tag DNA polymerase
(Invitrogen Corporation, California, USA).

The number of painful crisis per year (pain rate) has been used as a measure of
clinical severity in SCD, and has demonstrated a positive correlation with premature death
in patients over 20 years old. Patients were considered to have a severe clinical course when
presenting 2 or more painful crisis per year (pain rate>2). A moderate clinical course was
defined as incidence of 1 painful episode per year or less (pain rate<l). This classification
was based on the period before the patients went on hydroxyurea (HU) treatment.

Results

The genotype distribution and the allelic frequencies in SCD patients and healthy
controls are depicted in Table 1. The results demonstrate that both groups present similar
frequencies of the polymorphisms studied here (p>0.05), suggesting that these variants are
not correlated with the disorder.

We have also investigated the distribution of genotypes and alleles in 2 groups of
SCD patients: those presenting a severe clinical course, and those whose clinical course was
considered mild (Table 2). There were no differences in genotype or allele frequencies when

we compared both groups (p>0.05). Likewise, when we divided the patients according to
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the incidence of cardiac/vascular complications (Table 3), no differences between the
groups were found. Nevertheless, homozygotes for the SNP at the ICAM-1 gene, as well as
heterozygotes for the PECAM-1 53G/A polymorphism, were only found in the severe group.

Discussion

The pathophysiology of SCD is extremely complex and it seems very likely that the
higher adhesiveness of sickled RBCs should involve different mechanisms, depending on the
moment, the patient, or even the organ being considered. Studies by Lee et al. (22) support
the idea that the modulation of the expression of a single adhesion molecule (CD36, in this
case) is not enough to prevent the adhesion of sickled RBCs to the endothelium. Several
studies have demonstrated the occurrence of other mechanisms that could also contribute
to these episodes (23, 24), indicating the complexity of such events and the need for further
investigations in order to determine all the factors involved in vaso-occlusion.

The definition of SCD as an inflammatory condition is currently well-established and
widely accepted. Vaso-occlusive episodes, the main characteristic of this disorder, were
once solely attributed to the higher adhesion of sickled RBCs to the endothelium, but this
idea has been changed by findings that leukocytes, endothelial cells and adhesion molecules
could also play a role in such events (25, 26; reviewed by 27). Such concept suggests that a
great amount of genetic variants could influence the clinical outcome of the disorder.
Furthermore, it implies that genes involved in endothelial function and in the modulation of
the immune system are of particular interest when trying to determine which genes, in fact,
contribute to differences in the clinical outcome of SCD. Studying polymorphic variants of
genes involved in the immune response seems, therefore, an interesting approach to better

understand the clinical variablity observed in SCD patients.
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Few studies have attempted to find an association between polymorphisms on
adhesion molecule genes and the clinical aspects of SCD. Taylor et al. (28) studied several
variant alleles of VCAM-1 and found that the SNP G1238C might be associated with
protection from stroke in Jamaican adults. Hoppe et al. (29), on the other hand, showed that
the polymorphism VCAM1 -1594 T>C was associated with stroke risk in African-American
children. This study investigated 104 polymorphisms among 65 candidate genes, including 2
polymorphisms at the ICAM-1 gene (K56M and G241R, not approached in our present
study) which showed no association with stroke risk. Eyler et al. (30) recently demonstrated
that sickled RBCs adhesiveness is modulated by SNPs at the beta- 2 adrenergic receptor
gene (ADRB2) and at the gene encoding an isoform of the adenylyl cyclase (ADCY6),
concluding that such polymorphisms could account for 88% of the adhesion variability
observed in sickled RBCs.

This is, to our knowledge, the first study to investigate the polymorphisms ICAM-1
rs5498, PECAM-1 53 G/A and PECAM-1 rs668 in SCD patients. We have found no association
between these variants and the clinical manifestations of SCD studied here. Establishing the
role of adhesion molecules in the pathophisiology of SCD, and more specifically how they
influence/contribute to the interactions between sickled RBCs, leukocytes and the
endothelium during vaso-occlusion, should reveal important targets for SCD treatment. It is
more likely that a combination of genes/polymorphisms would better explain the clinical
outcome of a complex disorder such as SCD, rather than a single variant in any given gene.
Moreover, it is important to have in mind that such gene combinations may vary between
different populations, which could have important implications when considering the use of

these data to infer prognosis or to determine alternative therapies to SCD patients.
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TABLE 1: Genotype distribution and allelic frequencies in patients and controls.

ICAM-1
rs5498
AA AG GG G
Patients (n=95) 54 (0.57) 31(0.33) 10 (0.10) 0.27
Controls (n=120) 74 (0.62) 37(0.31) 9 (0.07) 0.23
p 0.66 0.37
PECAM-1
53 G/A
GG GA AA A
Patients (n=95) 93 (0.98) 2(0.02) absent 0.02
Controls (n=101) 97 (0.96) 4(0.04) absent 0.02
p 0.68 0.68
PECAM-1
rs668
cc G GG G
Patients (n=91) 20(0.22) 71(0.78) absent 0.39
Controls (n=83) 19 (0.23) 64 (0.77) absent 0.38
1.00 1.00

p
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TABLE 2: Genotype distribution and allelic frequencies in severe and moderate cases.

ICAM-1
rs5498
AA AG GG G
SEVERE (n=57) 38(0.67) 14 (0.24) 5(0.09) 0.21
MODERATE (n=13) 8(0.62) 5(0.38) absent 0.19
p 0.49 0.53
PECAM-1
53 G/A
GG GA AA A
SEVERE (n=55) 53 (0.95) 2 (0.05) absent 0.02
MODERATE (n=14) 14 (1.00) absent absent absent
p 1.00
PECAM-1
rs668
cc cG GG G
SEVERE (n=54) 13 (0.24) 41 (0.76) absent 0.38
MODERATE (n=12) 3(0.25) 9(0.75) absent 0.37
1.00 1.00

p
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RESUMO

A anemia falciforme (sickle cell disease, SCD) decorre de uma mutacdo pontual
(GAG->GTG) que provoca a troca de um aminodcido na cadeia polipeptidica da beta-
globina, a qual formard moléculas de hemoglobina S (HbS) que polimerizam sob baixas
tensdes de oxigénio. Os polimeros de HbS, por sua vez, deformam os eritrécitos, que se
tornam rigidos e tém vida util reduzida. O quadro clinico da SCD se caracteriza pela
ocorréncia de episédios de vaso-oclusdo (VO), ocasionado pela interacdo de eritrocitos
falcémicos, plaquetas, leucdcitos, células do endotélio e fatores solluveis presentes no
plasma destes pacientes, caracterizando a SCD como uma condicdo inflamatéria cronica.
Altos niveis de hemoglobina fetal (HbF) contribuem para a melhoria do quadro clinico da
SCD, e o quimioterapico hidroxiuréia (HU) vem sendo utilizado no tratamento desta doenca
devido a sua capacidade em aumentar os niveis de HbF nestes pacientes. Os mecanismos
pelos quais a HU age na melhoria do quadro clinico da SCD continuam a ser investigados.
Nosso objetivo foi investigar a influéncia da HU sobre a diferenciacdo e a expressao génica
de células eritréides humanas, diferenciadas in vitro a partir de células mononucleares
isoladas do sangue periférico de pacientes com SCD, através da técnica de DD-PCR.
Identificamos genes envolvidos em processos de transcricdo génica e sintese protéica,
apoptose, resposta imunoldgica, transporte de elétrons na mitocondria e interacdes
proteina-proteina, bem como genes de inibidor de metaloproteinase, de receptor hormonal
nuclear e de proteinas integrantes da membrana plasmatica. Trés genes, cuja funcdo é de
particular interesse para este trabalho, foram destacados para discussdao: NACA, LXN e

THRA.
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INTRODUCAO

As hemoglobinopatias sdo doencas hematoldgicas caracterizadas pela expressao de
moléculas de hemoglobina mutantes. No caso da anemia falciforme (sickle cell disease,
SCD), uma mutagdo pontual no gene que codifica a cadeia de beta-globina tipo beta
(GAG—>GTG) leva a alteracdo de um aminoacido na cadeia polipeptidica da proteina, e esta
formara moléculas de hemoglobina S (HbS) que polimerizam sob baixas tensdes de oxigénio.
Os polimeros de HbS, por sua vez, provocam a deformacdo dos eritrdcitos, que se tornam
rigidos e tém vida util reduzida quando comparados as células normais. Desta forma, os
pacientes com SCD apresentam graus variaveis de anemia devido a hemdlise das células
falciformes. Além de anemia, o quadro clinico desta doenca se caracteriza pela ocorréncia
de episddios de vaso-oclusao, manifestados clinicamente como crises de dor. Estes eventos
decorrem do blogueio de vasos e capilares, ocasionado pela interacdo de eritrécitos
falcémicos, plaquetas, leucécitos, endotélio e fatores sollveis presentes no plasma destes
pacientes, caracterizando a anemia falciforme como uma condicdo inflamatéria cronica
(revisado por Chies & Nardi, 2001).

Observando-se que altos niveis de hemoglobina fetal (HbF) contribuem para a
melhoria do quadro clinico na anemia falciforme, varios estudos foram realizados no intuito
de buscar substancias que induzissem a expressio de HbF nestes pacientes. O
guimioterapico hidroxiuréia (HU) é a droga mais promissora a surgir destes estudos (Claster
& Vichinsky, 2003). Apesar de sua ampla e bem-sucedida utilizacdo no tratamento de
pacientes com SCD, os mecanismos pelos quais a HU age na melhoria do quadro clinico
desta doenca continuam a ser investigados.

A influéncia da HU na expressdo génica de pacientes com SCD vem sendo estudada

em diferentes tipos celulares e em grupos populacionais distintos. Jison et al. (2004) foram
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os primeiros a caracterizar o perfil de expressao génica de células mononucleares isoladas
de pacientes com SCD, tratados e ndo-tratados com HU, utilizando microarranjos de DNA
(DNA microarrays). Ao comparar os perfis de expressdao génica de pacientes e controles
saudaveis, os autores observaram a expressdo diferencial de 112 genes, envolvidos no
metabolismo de heme, na regulacdo do ciclo celular, em inflamacdo e na angiogénese. A
HU, no entanto, ndo afetou significativamente a expressdo génica de leucdcitos dos
pacientes tratados, sugerindo que esta terapia teria atividade anti-inflamatdria direta
limitada.

Costa et al. (2007) investigaram o perfil de expressdo génica de células da médula
6ssea de um paciente, antes e depois de tratado com HU. Na comparacao dos resultados,
foram identificados 147 genes diferencialmente expressos, muitos dos quais estavam
envolvidos na regulacdo dos processos de transcri¢cdo e traducdo, tais como EGR-1, CENTB1,
ARHGAP4 e RIN3. O efeito da HU em reticulécitos de pacientes também foi investigado, e
dentre os genes com expressao alterada encontrados neste trabalho incluem-se SUDS3,
FZD5 e PHC3, possivelmente associados com a regulacdo da expressao de globinas (Moreira
et al., 2008). Outro trabalho recente investigou a expressdo de mediadores de inflamacdo
em leucdcitos de pacientes, tratados ou ndo com HU, e comparou estes dados aqueles
obtidos em individuos saudaveis (Lanaro et al., 2009). Os autores reportaram alteracdes
significativas na expressdo de genes como iNOS (expressao reduzida) e /L-10 (expressdo
aumentada) em neutréfilos de pacientes sob tratamento com HU, em comparacdo aos
outros grupos estudados.

O objetivo do presente trabalho foi investigar a influéncia da HU sobre a
diferenciacdo e a expressdo génica de células eritrédides humanas, diferenciadas in vitro a

partir de células mononucleares isoladas do sangue periférico de pacientes com SCD. Desta
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forma, utilizou-se a técnica de DD-PCR para comparar os perfis de expressao génica de
células eritroides tratadas com HU in vitro, com seus respectivos controles ndo-tratados.
Além disso, realizou-se a comparacdo entre os perfis de expressdao génica de células
eritroides isoladas de pacientes que apresentam niveis basais baixos de HbF in vivo, com um
paciente cujos niveis de HbF in vivo sdo considerados altos, no intuito de buscar genes
diferencialmente expressos que pudessem ajudar a explicar esta diferenca nos niveis de HbF
observada in vivo. Desta maneira, poderia-se colaborar na elucidacdo dos mecanismos
moleculares através dos quais a HU influencia nos niveis de expressao de HbF destes

pacientes.

MATERIAIS & METODOS

Pacientes com Anemia Falciforme

O presente projeto foi realizado em colaboragdao com o Servico de Hematologia e
Transplante de Medula Ossea do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), tendo sido
devidamente aprovado pelo Comité de Etica deste hospital. Pacientes com SCD sob
tratamento neste servico foram convidados a participar desta pesquisa, e confirmaram sua
participacdo no estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Informado
(Anexo 1).

Foram coletados de 5 a 10 ml de sangue periférico de 16 individuos (n=16), em tubo
Vacutainer™ contendo heparina (BD Biosciences, NJ, USA). O soro dos pacientes foi isolado
através da centrifugacao das amostras, sendo entao aliquotado e mantido a -20°C até sua
manipulacdo. Todos os individuos coletados apresentaram homozigose para o alelo HBB*S,
conforme andlise molecular realizada em nosso laboratdrio seguindo o protocolo descrito

por Huang et al. (1989).
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Os dados clinicos e demograficos necessdarios para a realizagao deste trabalho foram

obtidos através da leitura dos prontuarios dos pacientes no HCPA (Tabela 1).

Isolamento de Células Mononucleares, Diferenciagcdo de Células Eritroides in vitro e
tratamento com HU

Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram isoladas através da
centrifugacdo das amostras em gradiente de densidade (Ficoll-Pagque™, GE Healthcare, UK),
imediatamente apds a coleta de sangue. As PBMCs foram, entdo, cultivadas de acordo com
o protocolo de diferenciacdo de células eritréides em cultura liquida de duas fases, descrito
por Amoyal et al. (2003). Resumidamente, o protocolo consiste no cultivo de PBMCs em
frascos de cultura de 25cm? por aproximadamente 7 dias (fase 1). Em seguida, as células
aderentes sdo descartadas, e as ndo-aderentes sdo cultivadas em meio contendo 30% de
soro fetal bovino, 10% de albumina sérica, dexametasona, eritropoietina (EPO), e stem cell
factor (SCF) por 6-7 dias (fase Il). Ao fim da fase Il, observa-se a formacao de agregados
celulares que correspondem a colbnias de progenitores eritréides. Estas células foram,
entdo, transferidas para placas de cultivo de 6 pocgos e tratadas com diferentes
concentracées de HU (100 uM e 125 puM), por até 24h.

Todas as amostras de sangue periférico coletadas (n=16) foram processadas
conforme descrito anteriormente, porém nem todas as culturas de PBMCs evoluiram até a
fase Il do protocolo. Portanto, o DD-PCR foi realizado com amostras derivadas de nove

pacientes (n=09).

Extra¢do de RNA

RNA total foi extraido das células eritréides cultivadas utilizando-se o reagente TRIzol
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(Invitrogen Corporation, CA, EUA), conforme o protocolo do fabricante. As extragdes foram
feitas em diferentes periodos de tempo (6h e 24h) apds o inicio do tratamento das culturas

com HU.

Sintese de cDNA e differential display (DD-PCR)

A sintese de cDNA e o DD-PCR foram realizados de acordo com a técnica descrita por
Liang et al. (1993), modificada por Delgado-Cafiedo A. (comunicacdo pessoal).

Para cada amostra de RNA (total de 8 amostras por paciente) foram realizadas 3
reacGes de transcricdo reversa (sintese de cDNA), cada uma delas com um oligo-dT
diferente (H-T11a, H-T116 ou H-Ty13i¢), 0 que resultou em 24 amostras de cDNA por paciente
(Figura 1). As amostras de cDNA que apresentaram maior rendimento foram usadas para o
protocolo de DD-PCR. Desta maneira, foram analisadas amostras controles ndo-tratadas e
amostras tratadas com 100 uM de HU, por 24h, de 7 pacientes. Cada uma destas 42
amostras de cDNA foi, entdo, submetida a amplificagdo por PCR com 8 primers randémicos,
em reacdes individuais, totalizando 48 reacdes de PCR por paciente (ou 336 reacdes, ao
todo).

Os produtos gerados pelas reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 6% em TBE 1X, com dimensao de 40cm2, por 4 a 5 horas, a 150V, 70mA e
10W, utilizando o corante de acidos nucléicos GelRed™ (Biotium Inc., CA, EUA) que permite
a visualizagao de fragmentos de DNA sob luz ultravioleta.

Os fragmentos com expressao diferencial aparente entre as amostras tratadas e nao-
tratadas com HU foram recortados dos géis de poliacrilamida e transferidos para tubo de
reacdo de 500 ul, onde permaneceram por 5-10 minutos, para desidratacdo do gel. A seguir,

foram triturados com o auxilio de uma ponteira de micropipeta e re-hidratados com 300 ul
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de d4gua para injecdo estéril. As amostras foram, entdo, incubadas a 100°C por
aproximadamente 10 minutos, para eluicdo do DNA, e logo em seguida, armazenadas a -
20°C para posterior manipulagao. Foram isolados 180 fragmentos de DNA, os quais foram
re-amplificados seguindo-se o mesmo protocolo utilizado para as primeiras rea¢des de PCR.
A re-amplificacdo destes fragmentos gerou 86 amostras adequadas para posterior

seqlienciamento.

Seqiienciamento, Identificago e Validagdo das Seqliéncias Diferencialmente
Expressas

Os 86 fragmentos de DNA obtidos conforme descrito anteriormente, foram tratados
por reagao enzimatica com exonuclease | e fosfatase alcalina (EXO | e SAP, GE Healthcare,
UK), e enviados para seqlienciamento no Laboratdrio ACTGene do Centro de Biotecnologia
da UFRGS. As seqliéncias obtidas foram analisadas através de busca comparativa utilizando

o algoritmo BLASTAnN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), e a expressdo diferencial dos

genes encontrados estd sendo validada com primers especificos, por PCR em tempo real

(real time PCR).
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Figura 1: Representagdo esquematica da obtengao das amostras de cDNA. As amostras em

itdlico foram utilizadas para o protocolo de DD-PCR.

RESULTADOS & DISCUSSAQ

O seqienciamento dos fragmentos que apresentaram expressao diferencial
aparente gerou 52 seqiiéncias com qualidade suficiente para andlises posteriores. A analise
por BLASTNn resultou em 33 transcritos validos, dos quais 32 correspondem a genes
conhecidos e 1, a uma proteina hipotética (LOC100128084). Dentre os transcritos validos,
15 corresponderam a genes previamente descritos (Tabela 2) e o restante, a seqiiéncias de
genoma mitocondrial e contigs. E importante ressaltar que os resultados apresentados aqui

sdo preliminares e indicativos, uma vez que a expressdo diferencial dos genes listados
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precisa ser confirmada, etapa que se encontra atualmente em andamento no laboratério.
Dentre os genes encontrados, vdrios estdo envolvidos em processos de transcricdo
génica e sintese protéica (EIF3CL, ELP2, NACA, RPL27A, RPL34, RPLP2, RPS25), sugerindo
intensa proliferacdo celular nas culturas avaliadas. Além disso, foram encontrados genes
envolvidos em processos diversos como apoptose (BIRC3), resposta imunoldgica (HLA-
DPB1), transporte de elétrons na mitocondria (NDUFC2) e interagdes proteina-proteina
(TRIM39), bem como genes de inibidor de metaloproteinase (LXN), de receptor hormonal
nuclear (THRA) e de proteinas integrantes da membrana plasmatica (TMEM188, UBAC1).
Trés genes, cuja funcdo é de particular interesse para este trabalho, foram destacados a
seguir: os genes que codificam a subunidade alfa do complexo associado a polipeptideos

recém-formados (NACA), a latexina (LXN) e o receptor de hormonio tiredide, alfa (THRA).

Complexo associado a polipeptideos recém-formados — sub-unidade alfa

O complexo associado a polipeptideos recém-formados (nascent polypeptide-
associated complex, NAC) parece ser a primeira proteina citosdlica a interagir com as
cadeias polipeptidicas que emergem dos ribossomos, prevenindo a interacdo inapropriada
destas com outros fatores citoplasmaticos. O NAC é formado por dois polipeptideos,
denominados alfa- e beta-NAC, os quais parecem desempenhar funcdes distintas dentro do
complexo (Beatrix et al., 2000).

Diversos estudos sugerem que a sub-unidade alfa-NAC (NACA) atua como co-
ativadora transcricional nos processos mediados pelo fator de transcricao c-Jun, o que foi
confirmado por Quelo et al. (2002). Os autores observaram que NACA necessita interagir
com c-Jun para exercer sua funcdo de co-ativadora transcricional, e tal interacdo é mediada

pela ligacdo de NACA ao dominio de ativagdo N-terminal de c-Jun (Quelo et al., 2002).
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A funcdo de co-ativadora de NACA parece ser importante para o processo de
diferenciacdo de células mesenquimais ao longo de linhagens especificas durante o
desenvolvimento embriondario, conforme demonstrado em tecidos muscular e dsseo
murinos (Yotov & St-Arnaud, 1996; Moreau et al., 1998). Investigando genes expressos
durante o desenvolvimento ésseo, Moreau et al. (1998) clonaram o cDNA de NACA em
murinos, e caracterizaram seu padrdao de expressdo. Os autores observaram que a
expressdao de NACA comeca a ser detectada aproximadamente 15 dias apds a concepcao,
concomitantemente com o inicio da ossificacdo durante a embriogénese. A proteina é
especificamente expressa em osteoblastos diferenciados, nos centros de ossificacdo,
indicando que NACA seria uma co-ativadora transcricional expressa de maneira regulada
durante o desenvolvimento dsseo. Através de splicing alternativo, NACA se converte em um
ativador com capacidade de ligacdo ao DNA em miotubulos diferenciados, sugerindo que
diferentes isoformas da proteina poderiam estar envolvidas em passos distintos ao longo do
processo de diferenciacdao de células mesenquimais pluripotentes (St-Arnaud, 1998).

Kim et al. (2002) observaram uma redugdo significativa nos niveis de mMRNA de NACA
e, paralelamente, de proteina, no cortex frontal de pacientes com mal de Alzheimer (AD) e
sindrome de Down (DS) com neuropatologia semelhante a AD, sugerindo que niveis
reduzidos de NACA poderiam estar envolvidos na patologia de doencas neurodegenerativas.
Considerando seu papel de co-ativadora da transcricdo mediada por c-Jun, os autores
argumentam que a reducdao de NACA poderia contribuir para o declinio desta maquinaria de
transcri¢ao, funcionando ainda como um mecanismo complementar na apoptose mediada
por c-Jun. Desta forma, a diminuicao dos niveis de NACA resultaria em erros de traducdo e
na protedlise de proteinas, ao afetar o funcionamento do complexo NAC como um todo.

Al-Shanti et al. (2004) sugerem, ainda, que NACA teria atividade anti-proliferativa
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sobre linfécitos T CD8+ humanos, in vitro. Al-Shanti & Aldahoodi (2006) corroboram esta
idéia, ao demonstrar que a inibicdo de NACA induz a proliferacdo e a diferenciacdo de
linfécitos T CD8+ humanos, além de aumentar sua citotoxicidade.

Além das funcbes descritas anteriormente, NACA também parece exercer
importante papel na hematopoiese humana, o que é particularmente interessante para o
presente trabalho.

Baghdoyan et al. (2000) realizaram estudo com o intuito de identificar novos genes
induzidos por citocinas, utilizando a linhagem eritroleucémica humana TF-1, e encontraram
duas seqliéncias conhecidas, sendo uma delas a de NACA. A transcricio de NACA na
linhagem TF-1 parece ser regulada de maneira positiva e especifica por GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), o que implicaria o envolvimento de
NACA na diferenciacdo de linhagens mieldides (eritrdcitos, megacariocitos, granuldcitos).
Além disso, os autores reportaram que NACA esta sendo ativamente transcrita em células
CD34+ purificadas, sugerindo seu envolvimento no processo de proliferacgdo durante a
hematopoiese. Outra observacdo importante deste estudo foi que NACA é reprimida
durante a diferenciacao de células TF-1 em mondcitos, sugerindo que sua extingdo poderia
contribuir para o desenvolvimento da linhagem monocitica. Este foi o primeiro trabalho a
descrever uma funcgao bioldgica para NACA na hematopoiese.

Outro trabalho a correlacionar NACA e hematopoiese humana foi realizado por
Lopez et al. (2005). Neste estudo, os autores decidiram testar a hipdtese levantada pelo
trabalho anterior, de que NACA estaria potencialmente envolvida no desenvolvimento e
diferenciacdo de sub-classes da linhagem mieldide humana. Para isso, investigaram o
padrdo de expressdo e o efeito da super-expressao de NACA em células geradas in vitro, a

partir de células hematopoiéticas CD34+ derivadas de corddo umbilical humano. Os
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resultados encontrados revelaram que NACA é mantida durante a diferenciagao eritréide
destas células in vitro, porém sua expressdo € suprimida durante os processos de
diferenciacdo megacariocitico e granulocitico. Além disso, a super-expressdao de NACA em
progenitores hematopoiéticos normais levou a aceleragdo da diferenciacdo em células
eritréides, enquanto que o silenciamento de NACA através de RNA de interferéncia (RNAI)
na linhagem celular TF-1 ocasionou a reduc¢ao da expressao de hemoglobina, sugerindo que

NACA estd envolvida na regulacdo positiva da diferenciacdao de células eritréides humanas.

Latexina

A latexina (LXN) é uma proteina citoplasmatica enddgena, sendo a Unica inibidora da
metaloproteinase carboxipeptidase A (CPA) conhecida em mamiferos. Foi originalmente
descrita em ratos, como um marcador molecular de especificacdo regional durante o
desenvolvimento do neocértex cerebral (Hatanaka et al., 1994). Trabalhos subseqlientes
revelaram que a LXN é expressa tanto no sistema nervoso central de ratos, quanto em seu
sistema nervoso periférico (Miyasaka et al., 1999).

Liu et al. (2000) foram os primeiros a estudar a LXN humana. Os autores observaram
altos niveis de expressao de LXN em drgdos como coragdo, prostata, ovarios, rins, pancreas
e colon, e curiosamente, baixos niveis da proteina foram encontrados no cérebro, revelando
um padrdo de distribuicdo tecidual bastante diferente entre a proteina humana e sua
homoéloga em ratos.

Estudos em linhagens celulares murinas sugerem que a LXN exerce importante papel
na diferenciacdo de osteoblastos e condrdcitos, e sua participacdo neste processo seria
mediada pela proteina morfogénica de o0sso-2 (bone morphogenic protein-2, BMP-2),

conforme demonstrado em células da linhagem de mioblasto C2C12 e em células
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mesenquimais RD-C6 derivadas de embrido (Balint et al., 2003; Kadouchi et al., 2009). A
modulacdo da expressdo da LXN pela proteina BMP-2 parece ocorrer via Sox9, um fator de
transcricdo necessario em sucessivas etapas da condrogénese (Kadouchi et al., 2009). Além
disso, estudos indicam que camundongos deficientes em LXN apresentam sensibilidade a
dor reduzida, sugerindo o envolvimento desta proteina na transmissao da sensac¢do de dor
(Jin et al., 2006).

Aagaard et al. (2005) propdem, ainda, que a LXN teria papel importante em
processos inflamatdrios, uma vez que altos niveis da proteina sdo observados em
macrofagos, onde é induzida juntamente com outros inibidores de proteases e alvos
potenciais de proteases.

Estudos revelam que o gene LXN apresenta seqliéncia semelhante ao gene induzido
por tazaroteno 1 (tazarotene-induced gene 1, TIG1), cuja expressdo é baixa ou ausente em
diversos tipos de tumor (Youssef et al., 2004). Liang & Van Zant (2008a) relatam que
padrées de expressao de LXN semelhantes foram observados em linhagens celulares
humanas de leucemia e linfoma, bem como em células isoladas de pacientes com estas
doencgas, indicando que a LXN poderia estar envolvida na regulacdo da progressao do
cancer, agindo provavelmente como um supressor tumoral.

Para testar a hipotese de que a expressdo ectdpica de LXN em células tumorais
inibiria seu crescimento, Liang & Van Zant (2008b) desenvolveram um vetor de expressao
retroviral contendo o gene da LXN, o qual foi utilizado para infectar linhagens murinas de
linfoma (WEHI231 e A20) cujos niveis da proteina em estudo sdo insignificantes. As células
de ambas as linhagens apresentaram reducdo média de crescimento de 48%, quando
tratadas com LXN. A inibicdo do crescimento das linhagens de linfoma pela LXN deveu-se ao

aumento da apoptose (cerca de 6 vezes), em comparagdo aos controles tratados com o
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mesmo vetor contendo o gene-repdrter GFP) e a supressao da proliferagao celular (cerca de
2 vezes). Os autores também testaram a capacidade da LXN quanto a inibicdo do
crescimento de linfomas in vivo. Injetando células A20 infectadas com o vetor contendo LXN
ou GFP em camundongos, verificaram apds 2 semanas que a massa tumoral causada pelas
células infectadas com o vetor da LXN apresentava metade do volume daquela formada por
células tratadas com o vetor contendo GFP. Os resultados observados nestes experimentos
sdo indicativos do papel de supressor de tumor da LXN e sugerem que esta proteina poderia
ser eficaz no tratamento destas doengas (Liang & Van Zant, 2008b).

Talvez a caracteristica mais relevante da LXN, no contexto deste trabalho, refira-se a
recente observacdo de que esta proteina influencia o tamanho da populacdo de células-
tronco hematopoiéticas (HSCs), em camundongos (Liang et al., 2007). Utilizando duas
linhagens de camundongos que diferem na freqiiéncia de HSCs, os autores observaram que
o gene da LXN é diferencialmente expresso nestes animais. A menor expressao de LXN foi
observada na linhagem que apresenta freqliéncia maior de HSCs, levando os autores a
sugerir que a LXN agiria como um regulador negativo da populacdao de HSCs, através dos
seguintes mecanismos: i) diminuicdo da replicacdo de HSCs; e ii) aumento da apoptose de
HSCs. Resultados preliminares, apresentados por este grupo de pesquisadores em um
congresso internacional, sugerem que a regulacao da populacdao de HSCs pela LXN ocorre
via rota dependente de NF-kB (Li et al., 2008).

Considerando o conjunto de resultados obtidos até o momento, Liang & Van Zant
(2008a) sugerem que a LXN poderia estar envolvida na senescéncia do reservatério de
células-tronco no organismo de mamiferos, o que teria influéncia direta sobre a longevidade
destes individuos. Os autores propdem que a LXN teria efeito sobre os processos de

proliferacdo celular e apoptose, afetando o nimero e a fungcdo das células-tronco. A
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reducdo da frequéncia de células-tronco teria conseqliéncias diretas sobre a capacidade de
regeneracdo tecidual frente a situacGes de estresse, a qual por sua vez estaria intimamente

relacionada ao processo de envelhecimento do organismo.

Receptor de horménio tiredide, alfa

Embora a eritropoietina (EPO) seja reconhecida como o regulador primario da
eritropoiese, sabe-se que varios outros hormonios afetam a proliferacdo de precursores
eritréides. Dentre os compostos que demonstraram influenciar a formag¢ao de col6nias
eritrdides in vitro estdo agonistas beta-adrenérgicos, hormdnios tiredide, hormonios de
crescimento, e varias classes de hormonios esterdides (Popovic et al., 1979).

Os hormonios retindico e tiredide sdo efetores importantes da homeostasia,
crescimento e diferenciacdo celulares em vertebrados, agindo diretamente em nivel de
expressao génica através de receptores nucleares que se ligam a seqiiéncias especificas de
DNA. Os receptores para acido retindico e hormoénio tiredide apresentam semelhancas
estruturais e funcionais significativas, e pertencem a uma grande familia de fatores de
transcricdo denominados receptores nucleares de hormonios (nuclear hormone receptors,
NHRs). Os NHRs modulam a expressdo de genes em resposta a hormonios, e podem atuar
como oncogenes (revisado por Sande et al., 1993).

O conjunto de estudos acerca das interacdes entre os receptores de hormonio
tiredide (TRs) e seus ligantes sugere que o TR permanece ligado ao DNA, porém pode existir
sob duas conformagdes mutuamente exclusivas. Na auséncia de hormoénio, a ligacao de um
complexo co-repressor (incluindo os co-repressores NCoR, SMRT e SUN-CoR, que ativam
histona desacetilases via cascata de interacGes protéicas) leva a inativacdo da cromatina e a

repressdao da transcricdo génica. A ligacdo de hormonio tiredide (T3), por sua vez, causa a
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dissociagdo dos co-repressores, levando a ligacdo de co-ativadores e a ativagdo da
transcricdo, bem como a abertura local da estrutura da cromatina (revisado por Bauer et al.,
1998).

No intuito de investigar a influéncia do estado enddécrino in vivo no crescimento de
colbnias eritrdides, Popovic et al. (1979) compararam os efeitos de horménios tiredide e
agonistas adrenérgicos em culturas de células da medula dssea de cdes. Estas duas
substancias demonstraram aumentar a formacao de col6nias eritréides, via receptores com
propriedades semelhantes, sugerindo um papel fisiolégico para estes moduladores no
eritropoiese.

Estudando interagGes protéicas envolvendo TRs, Cheng et al. (1997) observaram que
multiplas isoformas de TRs interagiam com o fator hematopoiético p45/NF-E2. O p45/NF-E2
é um fator de transcricdo inicialmente descoberto como um regulador importante da
transcricdo da beta-globina em células eritréides, sendo expresso também em células
eritroleucémicas, em progenitores hematopoiéticos, e em células das linhagens eritrdide,
magacariocitica e mastocitica, bem como em seus precursores. Os autores relataram que o
fator p45/NF-E2 potencializou a fungdo de ativacdo da transcricdo de TRs em genes-alvo que
ndo possuem sitios de ligacdo para p45/NF-E2, o que representa um novo exemplo de cross
talk positiva. Esta cross talk positiva entre TR e NF-E2 é consistente com um papel positivo
de ambos T3 e NF-E2 na diferenciacdo eritrdide.

Grande parte do conhecimento sobre a relacdo entre TRs e eritropoiese foi adquirida
com estudos que empregam um gene homodlogo ao do receptor de hormoénio tiredide alfa
(THRA), o oncogene v-erbA, do virus da eritroblastose avidria (avian erythroblastosis virus,
AEV). A oncoproteina v-erbA é uma versao mutante, e independente de ligante, do receptor

de T3 de galinhas (c-erbA/T3R), que induz a auto-renovacdo e bloqueia a diferenciacdo de
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progenitores eritréides atuando via c-Kit ativado por stem cell factor (SCF). A super-
expressdo de v-erbA provoca a repressdo da transcricdo génica mediada por c-erbA/T3R-
alfa, o que parece explicar, pelo menos em parte, o fendtipo de células eritréides
transformadas por AEV e a repressao de certos genes especificos de eritrocitos. Além disso,
v-erbA parece interferir também em cascatas regulatdrias diferentes daquelas reguladas por
T3 (revisado por Ghysdael & Beug, 1992).

Schroeder et al. (1992a) demonstraram que o receptor endégeno de acido retindico
(RAR-alfa), em cooperacdo com c-erbA/T3R-alfa, reverte a transformacdo provocada por
oncogenes, suplantando a auto-renovacdo induzida por estes ao desencadear a
diferenciagdo terminal de células transformadas em eritrocitos normais. Esta indugao de
diferenciacdo foi acompanhada por aumento da expressdao de genes eritroides. Os autores
observaram, ainda, que RAR-alfa e c-erbA/T3R-alfa exdgeno, super-expresso, aboliram o
bloqueio da diferenciacdo causado por v-erbA, enquanto baixos niveis de T3R-alfa nao
tiveram qualquer efeito, sugerindo que a cooperacao funcional entre RAR-alfa e c-erbA/T3R-
alfa pode exercer papel na regulacdo da diferenciacdo eritrdide. Esta hipdtese foi
investigada pelo mesmo grupo de pesquisadores, que demonstraram que c-erbA/T3R-alfa e
RAR-alfa de fato atuam na regulacdo da diferenciacdo eritréide normal (Schroeder et al.,
1992b).

Dando continuidade ao trabalho deste grupo, Bauer et al. (1998) demonstraram pela
primeira vez o duplo papel de c-erbA/T3R-alfa na determinacdo do destino de progenitores
hematopoiéticos. Na auséncia de seu ligante (T3), c-erbA/T3R-alfa mantém a proliferacdo
celular, acompanhada pelo bloqueio da diferenciacdo. Apds a ligacdo de T3, o mesmo
receptor promove a diferenciacdo terminal de eritrdcitos. Os autores concluem, entdo, que

c-erbA/T3R-alfa age como um switch molecular, controlado por T3, na regulagdo do balango
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entre proliferacao e diferenciagao de progenitores eritréides.

A importancia de T3 e TRs no processo de diferenciacdo de eritrdcitos foi
demonstrada também em um modelo murino nocaute (knockout, KO) para o gene THRA,
cuja eritropoiese durante ambas as fases fetal e adulta do desenvolvimento encontra-se
comprometida em virtude desta deficiéncia (Kendrick et al., 2008). Os autores observaram
gue o numero de progenitores eritréides no figado de fetos KO foi significativamente
menor, quando comparado ao valor encontrado em animais normais. Animas KO adultos
apresentaram niveis de hematdcrito menor, elevados niveis de cortisol (considerando seu
envolvimento em estresse eritropoiético, niveis aumentados deste hormonio refletem
ativacdo de mecanismo compensatério para manutencdo da producdo de eritrécitos) e
resposta alterada frente a situacdo de estresse eritropoiético, representada pela indugdo de
anemia hemolitica. Além disso, culturas de células ex vivo revelaram que o baco de animais
KO continha maior quantidade de eritroblastos, e poucas células produtoras de
hemoglobina, o que reflete a incapacidade de atingir diferenciacdo eritréide terminal destes
individuos.

Finalmente, uma ligacdo entre as cascatas de sinalizacdao desencadeadas por EPO e
por T3 foi proposta por Ingley et al. (2001). Os autores demonstraram que Lyn (uma tirosina
guinase envolvida na sinalizacdo de diferenciacdo disparada pela ativacdo do receptor de
EPO, EPO-R) interage com a proteina Trip-1 (thyroid hormone receptor-interacting protein
1), um regulador da transcricdo associado ao receptor de T3 (TR). Uma versao truncada de
Trip-1 inibiu a maturagao induzida por EPO e a divisao celular iniciada por T3. Agindo como

Kip1 (um

um regulador negativo, esta proteina mutante eliminou Lyn enddgena, elevou p27
inibidor de ciclo celular) e bloqueou elementos de resposta a T3. Estes dados sugerem que

Trip-1 pode modular, simultaneamente, respostas envolvendo receptores nucleares, como
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TR, e de citocinas, como EPO-R, fornecendo um elo de ligagdao entre ambos.

Consideracdes finais

A expressdo diferencial dos trés genes discutidos aqui (NACA, LXN e THRA) foi
observada em células eritroides tratadas com 100 uM de HU, por 24h. Além disso, o gene
LXN foi também expresso em uma amostra de células ndo-tratadas provenientes de um
paciente que, independentemente de HU, apresenta altos niveis de HbF. Até onde alcanca
nosso conhecimento, esta é a primeira vez que se observa a inducao, pela HU, da expressao
destes genes em células eritréides humanas derivadas de pacientes com SCD.

Trabalhos anteriores que investigaram a influéncia da HU na expressdao génica de
pacientes com SCD utilizaram PBMCs, células da medula éssea, reticuldcitos e leucdcitos
(Jison et al., 2004; Costa et al., 2007; Lanaro et al., 2009; Moreira et al., 2008). Um dos
diferenciais deste estudo foi avaliar o efeito da HU in vitro durante a inducdo da
diferenciacdo eritréide de progenitores hematopoiéticos, isolados a partir de PBMCs. Esta
metodologia foi escolhida com o objetivo de buscar genes que, sob a modulacdo da HU
nestes progenitores, ajudassem a explicar de que maneira esta droga atua na melhoria do
qguadro clinico da SCD, uma vez que o aumento nos niveis de HbF atribuido a HU n3o ocorre
em todos os pacientes tratados. Além disso, a comparacdo dos perfis de expressdao génica
de pacientes cujos niveis basais in vivo de HbF sdo considerados baixos com o perfil de um
paciente com niveis relativamente altos de HbF (13%) foi realizada com o intuito de buscar
genes envolvidos em tais diferencas na produgdao de HbF in vivo, nestes pacientes,
independentemente do uso de HU.

A expressao de NACA nas condi¢des observadas neste estudo vem corroborar os

resultados de trabalhos anteriores, que reportam sua atividade como reguladora positiva da
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diferenciacdo celular eritréide humana. Além disso, confirma que o protocolo de
diferenciacdo de progenitores hematopoiéticos em células eritréides in vitro, utilizando HU
e demais fatores, foi bem sucedido, pois conforme observaram Lopez et al. (2005) a
expressao de NACA é mantida durante a diferenciacdo eritréide, mas abolida nos processos
de diferenciacdo em granuldcitos e megacaridcitos. Observando que NACA foi
diferencialmente expressa em células de pacientes com SCD tratadas com HU, e
considerando que NACA é uma co-ativadora transcricional, pode-se sugerir que a ativacao
de genes envolvidos na diferenciagdo eritréide durante o tratamento com HU (e que,
potencialmente, estariam envolvidos em rotas que levam ao aumento dos niveis de HbF)
poderia ocorrer via NACA. Uma perspectiva interessante seria verificar a expressdao de HbF
nas mesmas condi¢cdes em que observamos NACA, e investigar se ha alguma correlagao
entre a expressao de ambas as moléculas.

A LXN vem sendo apontada como um supressor tumoral, sugerindo-se inclusive que
poderia ser utilizada de maneira bem-sucedida para o tratamento de tumores devido a suas
atividades anti-proliferativa e pré-apoptotica (Liang & Van Zant, 2008b). No presente
estudo, a expressao diferencial de LXN foi observada em duas situag¢des distintas: em células
provenientes de paciente com niveis de HbF baixos in vivo, tratadas com 100 uM de HU, por
24h, in vitro; e em células provenientes de paciente com altos niveis de HbF in vivo (sem
tratamento com HU), ndo-tratadas in vitro. Ao mesmo tempo em que encontramos genes
envolvidos em processos de transcricdo e traducdo, sugerindo que as culturas celulares
analisadas estavam em intensa proliferacdo, observamos a presenca de LXN em culturas
tratadas e ndo-tratadas com HU, o que de certa forma é paradoxal, considerando que a LXN
estd associada ao aumento de apoptose e a diminuicdo da proliferacao celular. Desta forma,

e considerando a importancia desta proteina na regulacao da populacdo de HSCs, conforme
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demonstrado em trabalhos ja citados, sugere-se que novos estudos sejam conduzidos com o
intuito de esclarecer a relagdo entre niveis de HbF basais, HU, LXN e diferenciacdo eritrdide
em pacientes com SCD.

A presenca de THRA parece ser fundamental para a manutencdo do processo de
eritropoiese, conforme demonstrado em estudo feito com camundongos KO para este
receptor (Kendrick et al., 2008). Confirmando o papel positivo descrito previamente para T3
e TRs durante a diferenciacdo eritroide, observamos a expressao diferencial de THRA em
culturas de células de pacientes com SCD tratadas com HU, o que mais uma vez comprova a
eficiéncia do protocolo utilizado para a indu¢do da diferenciacdo de PBMCs em progenitores
eritréides. Sendo este o primeiro trabalho a reportar a expressao diferencial deste gene em
células de pacientes com SCD tratadas com HU, faz-se necessario investigar com maior
detalhe a influéncia da HU sobre os niveis de THRA, verificando se ha correlacdo entre a
concentracdo de HU e a quantidade de THRA produzido, ou ainda, de que maneira a
presenca da HU estaria influenciando a expressdo de THRA.

Para concluir, é necessario lembrar que a expressao diferencial dos genes listados e
discutidos neste trabalho necessita ser confirmada. Os dados gerados pelas andlises de real
time-PCR permitirdo, entdo, que este estudo venha a contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos moleculares através dos quais a HU interfere no quadro clinico de pacientes

com SCD.
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Tabela 1: Dados clinicos e demograficos dos pacientes com anemia falciforme investigados.

Pacientes com anemia falciforme (n=7)

Idade (anos)# 30,5 (12 - 49)
Mulheres/Homens 3/4
Hemoglobina (g/dL)# 7,7 (6-9,4)
Hematdcrito (%)# 24,85 (19,6 — 30,1)
Uso de HU (sim/n3o)* 5/1

# Valores apresentados como média (min — max);

* Uso nao determinado para 1 paciente.
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Tabela 2: Resultados da andlise de seqiiéncias diferencialmente expressas por BLASTn.

Gene/Sequiéncia GenelD Localizagcdo Atividade/Func¢do
da proteina

BIRC3 330 11922 Apoptose
baculoviral IAP repeat-
containing 3
EIF3CL 728689 16p11.2 Sintese protéica
eukaryotic translation (traducdo)
initiation factor 3, subunit C-
like
ELP2 55250 18g12.2 Transcricdo génica
elongation protein 2
homolog
HLA-DPB1 3115 6p21.3 Resposta imunoldgica
major histocompatibility
complex, class Il, DP beta 1
LXN 56925 3g25.32 Inibidor de
latexin carboxipeptidase
NACA 4666 12g23-g24.1 Transcri¢ao génica;
nascent polypeptide- tradugdo/transporte
associated complex, alpha de proteinas
subunit
NDUFC2 4718 11q14.1 Transporte de
NADH dehydrogenase elétrons na
(ubiquinone) 1, subcomplex mitocéndria
unknown, 2
RPL27A 6157 11p15 Sintese protéica
ribosomal protein L27a (ribossomo)
RPL34 6164 4925 Sintese protéica
ribosomal protein L34 (ribossomo)
RPLP2 6181 11p15.5-p15.4 Sintese protéica
ribosomal protein, large, P2 (ribossomo)
RPS25 6230 11g23.3 Sintese protéica
ribosomal protein S25 (ribossomo)
THRA 7067 17q11.2 Receptor hormonal
thyroid hormone receptor, nuclear
alpha
TMEM188 255919 16912.1 Membrana
transmembrane protein 188 plasmatica
TRIM39 56658 6p21.3 Interagdes proteina-
tripartite motif-containing proteina
39, transcript variant 1
UBAC1 337867 13g32.3 Membrana
UBA domain containing 1 plasmatica
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CAPITULO 5

DISCUSSAO
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A anemia falciforme foi primeiramente descrita por Herrick (1910), ao apresentar o
caso de um estudante indiano com anemia severa cujas células sangliineas possuiam um
“formato alongado peculiar” (revisado por Lessin & Jensen, 1974 e Serjeant, 2001). A
deformacdo dos eritrécitos observada na anemia falciforme é resultado da presenca da
hemoglobina mutante S (HbS) nestas células, a qual polimeriza sob baixas tensGes de
oxigénio alterando a morfologia celular (Emmel, 1917 e Sherman, 1940 apud Lessin &
Jensen, 1974; Pauling et al., 1949).

Em um estudo classico, Pauling et al. (1949) revelaram que a molécula de HbS tem
carga elétrica diferente daquela apresentada pela molécula de hemoglobina adulta normal
(HbA), ao observar que a HbS migra mais lentamente que a HbA quando submetidas a
eletroforese. Desta maneira, Pauling et al. (1949) descreveram pela primeira vez na
literatura a relacdo causal entre uma proteina anormal e uma enfermidade, caracterizando
a anemia falciforme como uma “doenca molecular”. Esta migracao eletroforética diferencial
é consequiéncia da substituicdo de um aminoacido com carga negativa (acido glutamico) por
um aminodcido neutro (valina) na molécula de HbS (Ingram, 1959), o que ocorre em virtude
de uma mutacdo pontual na posicdo 6 da cadeia da B-globina (GAG—>GTG), conforme
demonstrado posteriormente (revisado por Serjeant, 2001).

Apds quase cem anos desde sua primeira descricdo na literatura, a anemia
falciforme continua sendo alvo de diversos estudos que buscam melhor entender e explicar
as consequéncias clinicas decorrentes da presenca da HbS, dentre as quais destacam-se a
anemia severa, a maior susceptibilidade a infec¢des e as crises de dor provocadas por
episddios de vaso-oclusdo (VO).

Ao longo destes anos, alguns dos conceitos acerca dos aspectos clinicos observados

na anemia falciforme foram revistos e reformulados. Podem ser citados como exemplos
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disso a idéia de que os pacientes com anemia falciforme apresentariam algum grau de
imunodeficiéncia (o que explicaria a sua maior susceptibilidade a infec¢Ges, quando
comparados a individuos sadios) e a hipdtese de que a VO era provocada unicamente por
eritrocitos falcémicos (devido a sua maior rigidez).

Inicialmente atribuida a atrofia do baco (que ocorre devido a sucessivos eventos de
VO), a alta freqliéncia de infeccbes observada nestes pacientes, bem como os préprios
episddios de VO, sdo atualmente melhor explicados pela teoria de que a anemia falciforme
é uma condicdo inflamatédria cronica (Chies & Nardi, 2001). Esta idéia comegou a tomar
forma a partir de estudos dos anos 80, demonstrando que os eritrdcitos de pacientes com
anemia falciforme apresentavam adesdo anormal ao endotélio vascular, e que havia forte
correlagdo entre a capacidade de adesdo dos eritrécitos e a severidade clinica da VO
(Hoover et al., 1979; Hebbel et al., 1980). Desde entdo, estudos in vitro, em modelos
animais e em pacientes revelaram que a VO é um processo complexo e multifatorial, no
qgual estdo envolvidos ndo somente os eritrécitos falcémicos, mas também leucécitos
ativados, o endotélio e plaquetas. As interacdes entre os diferentes tipos celulares que
participam da VO sao mediadas por moléculas de adesao expressas na superficie das células
e presentes na matriz extracelular da vasculatura, além de proteinas presentes no plasma,
tais como citocinas e quimiocinas (revisado por Embury, 2004).

Desta forma, propusemo-nos a estudar aspectos imunogenéticos que pudessem
contribuir para a elucidacdo do quadro clinico complexo apresentado por pacientes com
anemia falciforme. Ao longo deste trabalho, investigamos a concentracdo de citocinas pré- e
anti-inflamatdrias presentes no plasma destes individuos, bem como a freqiiéncia de
polimorfismos em dois genes que codificam moléculas de adesdo, ICAM-1 e PECAM-1. Em

um trabalho final, também avaliamos a expressdo génica em células eritréides diferenciadas
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in vitro, a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) isoladas de
pacientes e cultivadas na presenca de HU.

A sintese de citocinas é disparada em resposta a ativacdo celular decorrente de um
processo infeccioso/inflamatério. Sob condi¢Ges fisiolégicas normais as citocinas
encontram-se geralmente em niveis bastante baixos, ou mesmo indetectaveis. O papel das
citocinas na patofisiologia da anemia falciforme vem sendo investigado em diferentes
grupos populacionais, e com pacientes sob diferentes condi¢cdes (em repouso, em crise
vaso-oclusiva, sob tratamento com HU ou ndo), conforme os trabalhos listados na Tabela 1
(Capitulo 1).

Ao investigar amostras de plasma de pacientes com anemia falciforme em
tratamento no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) em relagdo as citocinas pro-
inflamatorias IFN-gama, TNF-alfa e IL-2, e anti-inflamatdrias IL-4, IL-5 e IL-10 [Capitulo 2],
ndo observamos diferengas estatisticamente significativas entre os niveis detectados em
pacientes e individuos sauddveis (controles). Apesar disso, verificamos que os valores
médios de TNF-alfa sdo maiores nos pacientes do que nos controles (Tabela 3, Capitulo 2). O
conjunto dos resultados obtidos neste trabalho é diferente de dados anteriores, observados
em populacdes norte-americanas, venezuelana e do sudeste brasileiro, que reportaram
niveis significativamente maiores de TNF-alfa, IL-4 e IL-10 nestes pacientes (Francis &
Haywood, 1992; Malavé et al., 1993; Taylor et al., 1997; Tavakkoli et al., 2004; Lanaro et al.,
2009). Por outro lado, nossos dados corroboram relatos em pacientes gregos, arabes, norte-
americanos e brasileiros, que n3dao apresentaram niveis detectaveis ou elevados de IFN-
gama, TNF-alfa, IL-2 e IL-10, em relacdo a individuos saudaveis (Bourantas et al., 1998;
Graido-Gonzalez et al., 1998; Raghupathy et al., 2000; Tavakkoli et al., 2004; Rodrigues et

al., 2006; Lanaro et al., 2009).
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Apesar de utilizarmos metodologia diferente dos demais trabalhos para acessar a
concentracdo de citocinas no plasma de pacientes com anemia falciforme (citometria de
fluxo com CBA X ELISA), podemos assumir que os resultados observados no grupo de
pacientes investigado aqui sdo compardveis aos demais relatos da literatura sobre o tema,
uma vez que em estudo comparando os métodos citados o autor conclui que a avaliacdao do
perfil de citocinas por CBA é relevante e pode substituir os demais métodos avaliados
(ELISA, CBA e RT-PCR), tanto em pesquisa bdsica quanto em diagndstico (Hemdan, 2008).

Na tentativa de explicar os resultados diferentes observados no presente estudo,
podemos sugerir duas possibilidades: i) o grupo de pacientes investigado aqui esta sob
tratamento com HU, e este medicamento afeta os niveis de citocinas destes individuos,
conforme relatado por Lanaro et al. (2009); ii) os grupos populacionais investigados nos
diferentes trabalhos sdo distintos, o que implica, por exemplo, em diferencas haplotipicas;
conforme previamente comentado, o haplétipo associado ao alelo HBB*S pode influenciar
nos niveis de HbF e estes, por sua vez, apresentaram correlagdo com os niveis de TNF-alfa
observados em pacientes com anemia falciforme. Sendo assim, podemos especular que o
haplétipo HBB*S seria um modulador indireto dos niveis de citocinas (ou, pelo menos, de
TNF-alfa) observados em diferentes grupos populacionais.

Em outro trabalho que abordou aspectos imunogenéticos de pacientes com anemia
falciforme [Capitulo 3], estudamos a freqliéncia de polimorfismos nos genes que codificam
as moléculas de adesao ICAM-1 e PECAM-1. Estudos in vitro e em modelos animais sugerem
o envolvimento de diversas moléculas de adesdo nas interacbes entre eritrécitos e
endotélio vascular que, potencialmente, poderiam contribuir para o processo de VO,
caracteristico na anemia falciforme (revisado por Harlan, 2000, Hebbel et al., 2004 e Okpala,

2004). Além disso, eritrécitos maduros e imaturos, além de reticuldcitos, possuem
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receptores para moléculas de adesdo, alguns dos quais encontram-se ativados nos
eritrdcitos falcémicos (revisado por Johnson & Telen, 2008). Desta forma, especulamos que
polimorfismos alterando a expressdo e/ou o funcionamento de moléculas de adesdo
poderiam contribuir para a modulacdo do quadro clinico de pacientes com anemia
falciforme.

Até o momento, poucos estudos investigaram a relagdo entre polimorfismos em
moléculas de adesdo e aspectos clinicos da anemia falciforme (Taylor et al., 2002; Hoppe et
al., 2004; Eyler et al., 2008). Este foi o primeiro estudo a investigar a freqiéncia e a
associacdo dos polimorfismos ICAM-1 rs5498, PECAM-1 53 G/A and PECAM-1 rs668 com
manifestagdes clinicas observadas em pacientes com anemia falciforme. Nossos resultados
indicam que estes polimorfismos estdo igualmente distribuidos no grupo de pacientes
estudados e no grupo de controles saudaveis. Além disso, ndo observamos relacdo entre a
presenca dos polimorfismos e a gravidade do quadro clinico da anemia falciforme.

Estabelecer o papel das moléculas de adesdo na patofisiologia da anemia falciforme
e, mais especificamente, como elas modulam as intera¢des entre eritrécitos falcémicos,
leucécitos e o endotélio durante episédios de VO, podera revelar alvos importantes para o
tratamento destes pacientes. Acreditamos ser mais provavel que uma ampla combinacdo de
genes/variantes polimdrficas venha a explicar melhor as caracteristicas clinicas de uma
doenca complexa como a anemia falciforme, ao invés de uma Unica variante de um
determinado gene. Além disso, devemos considerar que a combinacdo de genes, neste caso,
podera variar de acordo com a popula¢ao sendo analisada, a exemplo do que ocorre com o
haplétipo associado ao alelo HBB*S. Este fato poderia ter implicagbes importantes ao
considerarmos o uso destes dados para inferir progndsticos, ou para desenvolver terapias

alternativas para estes pacientes.
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Além do estudo do perfil imunogenético de pacientes com anemia falciforme, outra
abordagem utilizada neste trabalho foi o estudo da expressdo génica em células eritréides,
diferenciadas in vitro a partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)
isoladas de pacientes e cultivadas na presenca de HU [Capitulo 4].

A influéncia da HU na expressdo génica de pacientes com anemia falciforme foi
primeiramente estudada por Jison et al. (2004), que caracterizaram o perfil de expressao
génica de PBMCs isoladas de pacientes tratados ou ndo com HU, comparados entre si e com
controles sauddveis. Os autores observaram a expressdao diferencial de 112 genes,
envolvidos em processos como inflamagdo e angiogénese, dentre outros, ao comparar
pacientes e controles. A HU, no entanto, ndo afetou significativamente a expressao génica
de leucdcitos.

O efeito da HU na expressao génica de células da médula dssea (Costa et al., 2007) e
em reticuldcitos de pacientes (Moreira et al., 2008) também foi investigado. Outro trabalho
recente investigou a expressao de mediadores de inflamagdao em leucécitos de pacientes,
tratados ou ndo com HU (Lanaro et al.,, 2009). Os autores observaram alteracdes
significativas na expressdo de genes como iNOS (expressdo reduzida) e IL-10 (expressao
aumentada) em neutréfilos de pacientes sob tratamento com HU, em comparacdo aos
outros grupos estudados.

Em nosso estudo, investigamos amostras provenientes de 7 pacientes através da
técnica de DD-PCR e observamos a expressdao diferencial de 15 genes conhecidos,
envolvidos nos processos de transcricdo e traducdo, apoptose, resposta imunolégica e
transporte de elétrons na mitocondria, bem como na inibicdo de metaloproteinase, na
resposta a hormonios e na constituicio da membrana plasmatica (Tabela 1, Capitulo 4). A

expressao diferencial destes genes necessita, ainda, ser confirmada através de real time-PCR
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e, portanto, os resultados discutidos aqui sao preliminares e indicativos.

Considerando o tema deste trabalho, escolhemos discutir 3 dos genes encontrados,
com base em sua fungdo: NACA, LXN e THRA. A expressao diferencial destes genes foi
observada em células eritréides tratadas com 100 uM de HU, por 24h. Além disso, o gene
LXN foi também expresso em uma amostra de células nao-tratadas provenientes de um
paciente que, independentemente de HU, apresenta altos niveis de HbF. A expressdo de
NACA e THRA nas condicOes citadas corrobora resultados de trabalhos anteriores, que
apontam NACA como reguladora positiva da diferenciagao celular eritrédide humana, e
descrevem o papel positivo de T3 e TRs durante a diferenciacdo eritréide. A LXN, por sua
vez, estd associada ao aumento de apoptose e a diminuicdo da proliferacdo celular. Desta
forma, sua expressao durante a indugdo de diferenciagao celular é paradoxal, uma vez que
durante este processo podemos observar intensa proliferacdo celular.

O conceito da anemia falciforme como uma condicdao inflamatdéria cronica e a
definicdo da VO como um evento multifatorial, onde interagem leucécitos, eritrécitos,
endotélio e proteinas do plasma e da matriz extracelular, implicam que varios genes (e, por
extensdo, variantes genéticas), diferentes tipos celulares e moléculas, podem influenciar as
manifestacbes clinicas desta doenca. Portanto, o estudo de elementos envolvidos na
resposta imunoldgica parece ser uma abordagem interessante para melhor entender a
variabilidade observada no quadro clinico de diferentes pacientes com anemia falciforme.
Além disso, a crescente utilizacdo da HU como tratamento para estes pacientes torna
necessaria a busca por melhor entendimento acerca dos mecanismos pelos quais esta droga
atua, influenciando o quadro clinico da anemia falciforme.

A intencdo deste trabalho foi estudar aspectos imunogenéticos que pudessem

auxiliar na melhor compreensdao do envolvimento do sistema imunolégico na anemia
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falciforme, bem como investigar a influéncia da HU sobre a expressao génica de células
eritréides destes pacientes. O conjunto dos dados obtidos aqui contribui para o desenho do
perfil imunogenético destes pacientes, o qual vem sendo tracado em diferentes populacdes,
e complementa os estudos acerca da modulagdo da expressao génica exercida pela HU, que
buscam elucidar os mecanismos moleculares através dos quais a HU atua na melhoria do
guadro clinico de pacientes com anemia falciforme. Nosso objetivo se completa a medida
em que as sugestdes e perspectivas resultantes deste trabalho venham a contribuir para a
melhor compreensdo do quadro clinico complexo desta doenca e, potencialmente, gerar

alternativas para o tratamento e a busca de melhor qualidade de vida para estes pacientes.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

TITULO DO PROJETO: Efeitos da hidroxiuréia na diferenciacdo e expressdo génica de células

eritréides humanas: implicagdes para o tratamento da anemia falciforme.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A anemia falciforme é determinada por uma alteracdo genética que provoca a
deformacado das células sangliineas dos pacientes. O quadro clinico apresentado por estas
pessoas é influenciado por fatores do ambiente no qual o individuo se encontra e também
por fatores genéticos.

A hidroxiuréia é um medicamento amplamente utilizado no tratamento desta
doenca porque promove a melhoria do quadro clinico dos pacientes. Apesar disso, ndo se
sabe exatamente como a hidroxiuréia age no organismo.

Este estudo estd sendo realizado para tentar identificar os mecanismos de acdo da
hidroxiuréia na diferenciacdo e na expressao de hemoglobina fetal nas células eritréides dos

pacientes com anemia falciforme.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. Desta amostra, serdo isoladas as células
vermelhas e o soro, que serdo utilizados para analise neste projeto. A partir deste sangue
também sera extraido DNA, o qual serd utilizado para a andlise de polimorfismos de genes
gue possam estar associados ao quadro clinico observado nesta doenca. O uso do sangue

para quaisquer outras finalidades é vetado.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

1. Como o presente trabalho visa identificar os mecanismos de a¢do da hidroxiuréia
na diferenciacdo e na expressdao de hemoglobina fetal nas células vermelhas dos
pacientes com anemia falciforme, podera identificar novos alvos para a utilizacao

de medicamentos menos téxicos que a hidroxiuréia no tratamento desta doenca;
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2. Os participantes deste trabalho estardao auxiliando para o avan¢o do
conhecimento sobre a anemia falciforme, e mais especificamente contribuindo
para o desenvolvimento futuro de tratamentos mais especificos e menos

agressivos.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
Comparecer ao hospital;

Realizar uma coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e/ou um hematoma.

HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?
Este estudo foi planejado para encerrar em 2009. No entanto, é possivel que outros
fatores relacionados ao quadro clinico da anemia falciforme possam vir a ser analisados

mais adiante.

DADOS RELATIVOS A PROTEGCAO DO PACIENTE:

A. Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serdo revelados dados
gue permitam identificar os pacientes em hipdtese alguma.

B. A adesdo ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente é livre para decidir ndo
participar.

C. A decisdo de ndo participar ndo interferird no acompanhamento normal dos
pacientes no Ambulatdrio do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

D. O paciente é livre para desistir em qualqguer momento do estudo, sem

necessidade de fornecer justificativa.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Tendo compreendido as informacdes do presente termo de consentimento e
concordado com elas, assinala com um X apenas 1 das opg¢des abaixo:

() Autorizo o uso do material coletado para esta pesquisa.

() Autorizo uso e estoque do material coletado para esta pesquisa e para a analise
de outros fatores que possam vir a ser considerados relevantes dentro desta linha de

pesquisa, desde que pelo mesmo grupo de pesquisa.
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Nome do paciente:

Nome do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 200_ .

Pesquisador Responsavel no Hospital de Clinicas de Porto Alegre: Dra. Lucia Silla

Pesquisadores Responsaveis no Departamento de Genética da UFRGS: Prof. José Artur Bogo

Chies, Andréia Vargas (aluna de doutorado).

Telefone para contato: (51) 3308-6740 (Prof. José Artur Bogo Chies)

123



