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Resumo

Introdugao: Pacientes com trago falciforme sdo frequentemente expostos a estresse oxidativo devido ao aumento da produgdo de
espécies reativas derivadas do oxigénio. A doenga também pode ser caracterizada pelo aumento dos niveis plasmaticos de produtos
da peroxidagao lipidica e do consumo de 6xido nitrico. Objetivo: O objetivo do presente trabalho foi delinear o perfil epidemioldgico e
comparar as alteragbes plasmaticas dos pardmetros oxidativos (nitrito e malonaldeido (MDA)) entre portadores do trago falciforme e
pacientes com perfil de hemoglobina normal. Metodologia: Foram colhidas 70 amostras, sendo 50 de portadores do trago falciforme
(Grupo Hb AS) e 20 do grupo controle (Grupo Hb AA). Para a confirmagdo do diagndstico laboratorial, as amostras de sangue foram
submetidas ao procedimento eletroforético em pH alcalino e ao teste de solubilidade. O método empregado para determinar a
peroxidacao lipidica foi baseado na sua reagdao com acido tiobarbiturico e para mensurar o conteuddo de nitrito foi usado o método
de GREEN. Resultados: O grupo Hb AS (0,24 + 0,02) apresentou valor médio dos niveis séricos de MDA semelhante ao grupo Hb AA
(0,20 £ 0,02; p=0,3138). Em relagdo aos niveis séricos de nitrito, verificou-se um aumento de 92% no grupo Hb AS (4,6 + 0,33) quando
comparado ao grupo Hb AA (2,4 + 0,22; p<0,0009). Conclusdo: Em suma, o perfil desses portadores do trago falciforme atendidos
é de mulheres jovens, com baixa escolaridade, casadas e que ndo exercem atividade remunerada. Considerando os parametros
oxidativos, os pacientes com trago falciforme apresentam niveis mais elevados de nitrito plasmatico.
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Abstract

Introduction: Patients with sickle cell trait are often exposed to oxidative stress due to increased production of reactive species derived
from oxygen. Disease may also be characterized by increased plasma levels of lipid peroxidation products and the consumption
of nitric oxide. Objective: The aim of this study was to describe epidemiological profile and compare changes of plasma oxidative
parameters (nitrite and malondialdehyde (MDA)) between carriers of the sickle cell trait and profile of patients with normal hemoglobin.
Methodology: there were collected 70 samples; 50 of them were form carriers of sickle cell trait (Hb AS group) and 20 in the control
group (Hb AA group). To confirm laboratory diagnosis, blood samples were subjected to electrophoresis procedure in alkaline pH
and solubility test. Method used to determine lipid peroxidation was based on reaction with thiobarbituric acid and to measure the
nitrite content the GREEN method was used. Results: AS Hb group (0.24+0.02) showed a mean serum MDA value similar to Hb AA
group (0.2040.02, p=0.3138). With respect to nitrite serum levels, there was an increase of 92% in the Hb AS group (4.6+0.33) when
compared to AA Hb group (2.440.22, p<0.0009). Conclusion: Profile of these carriers of sickle cell trait is seen in young women with
low education, married and not pursuing gainful activity. Considering the oxidative parameters, patients with sickle cell trait have
higher levels of plasma nitrite.
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INTRODUCAO

No Brasil, o trago falciforme é uma caracteristica
genética prevalente em virtude, principalmente, da
quantidade de negros na populagdo e do processo de
miscigenacdo.! Os estudos entre doadores de sangue
mostram que a prevaléncia do tracgo falciforme é
maior em Estados Nordestinos, embora possa ser
encontrada em todas as regides brasileiras.?
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A heterozigose para a hemoglobina S (Hb
AS) define uma situacdo relativamente comum,
clinicamente benigna, em que o individuo apresenta
as hemoglobinas A e S.2 Sua prevaléncia varia de
6 a 10%. O nivel de Hb S também é variavel nas
diferentes populagdes e usualmente esta abaixo
de 45%.® O traco falciforme, portanto, caracteriza o
portador assintomatico, clinicamente normal sem
alteragdes hematoldgicas.® Os individuos com traco
falciforme sdo doadores de sangue clinicamente
e hematologicamente sauddveis.* Entretanto, a

65



66

Jouse Lima do Nascimento, et al.

utilizacdo deste sangue é restrita, principalmente
em portadores de hemoglobinopatias e na acidose
lactica em recém nascidos.®

O balang¢o redox em sistemas organicos é
determinado pela presenca de pares redox que
sofrem freqlentes interconversdes entre o estado
reduzido e o oxidado.® Mudangas nesse balanco
podem causar estresse oxidativo. A intensidade
e patogenicidade destes desequilibrios vado
depender, naturalmente, das concentragdes locais
de espécies pro- e antioxidantes, das constantes de
velocidade de reagdo com as moléculas-alvo e da
compartimentalizagdo celular destes processos.’

A producdo de espécies reativas derivadas do
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN), entre outras
espécies reativas, é parte integrante do metabolismo
humano e é observada em diversas condig¢des
fisiolégicas. As EROs e as ERN tém importante funcdo
bioldgica. Por outro lado, quando sua producdo é
exacerbada, o organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e
restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo é
resultante do desequilibrio entre os sistemas proé- e
antioxidante com predominio dos pré-oxidantes.®

No sangue circulam importantes antioxidantes,
bem como biomarcadores da peroxidacgao lipidica das
membranas celulares.’ Atualmente, o malonaldeido
(MDA) é considerado como um biomarcador geral
de dano oxidativo plasmatico. Por sua vez, o 6xido
nitrico (NOe) é rapidamente metabolizado no
plasma a outros produtos estaveis. Quando em
presenca do radical superdxido (O2-¢) converte-se
em peroxinitrito (ONOO-), que promove diferentes
danos aos sistemas bioldgicos.? Pesquisas recentes
apontam novos alvos de investigacdo terapéutica
direcionadas a restabelecer a biodisponibilidade
do oxido nitrico (NO).* Estudos demonstram que
mais de 50% dos pacientes com anemia falciforme
apresentam baixa biodisponibilidade enddgena do
NO.2

Pacientes com trago falciforme sdo
freqlientemente expostos a um estresse oxidativo
devido ao desequilibrio entre a produgdo de EROs
e as enzimas antioxidantes. A doenga também
é caracterizada pelo dano na membrana celular
caracterizada pelo aumento dos produtos da
peroxidacdo lipidica (MDA e nitrito) e no aumento
do consumo de 6xido nitrico (NO).!* Diante deste
contexto, mensuramos os niveis de MDA e nitrito,
para verificarmos a presenca ou ndao de danos na
membrana eritrocitdria de portadores do trago
falciforme.

Estudos recentes sugerem que pacientes
com anemia falciforme sofrem decréscimo das
reservas de NO principalmente durante as crises
vaso-oclusivas'* e na sindrome de seqliestro agudo,?®®
sendo os niveis de NO inversamente proporcional

aos sintomas dolorosos, de forma que a diminuigdo
da biodisponibilidade do NO pode contribuir para a
fisiopatologia da anemia falciforme.!®

Neste trabalho, pretende-se delinear o
perfil epidemioldgico e determinar as alteragdes
plasmaticas dos parametros oxidativos (nitrito e
MDA) entre portadores do tracgo falciforme, bem como
comparar os niveis destes marcadores biolégicos com
os dos pacientes com perfil de hemoglobina normal.
Baseado nos nossos resultados serd identificado o
perfil plasmatico oxidativo dos pacientes com trago
falciforme, e dessa forma, contribuiremos para o
esclarecimento da fisiopatologia da doencga, além
disso, forneceremos subsidios para novos estudos
sobre estresse oxidativo nas hemoglobinopatias.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo de corte transversal,
prospectivo, que avaliou amostras de sangue de
portadores de trago falciforme, pais de criangas
com anemia falciforme atendidas em um Hospital
Infantil em Fortaleza, Ceard, no periodo de outubro
a dezembro de 2008.

Para a pesquisa, foram coletadas 70 amostras
de sangue periférico, sendo 50 amostras dos pais
de pacientes com diagndstico de anemia falciforme
(Grupo Hb AS) e 20 de doadores de sangue (Grupo Hb
AA). De cada voluntario, foram colhidos dois tubos
de sangue periférico sendo um com heparina e outro
com EDTA, utilizando-se sistema de coleta a vacuo.
As amostras com EDTA foram submetidas ao Teste
de Solubilidade para presenca da hemoglobina S e
a Eletroforese em pH alcalino, para confirmagao do
perfil da hemoglobina. Das amostras com heparina,
obteve-se o plasma que foi mantido a -20 2C para a
realizacdo dos parametros oxidativos.

A coleta de dados foi realizada durante uma
entrevista direta por meio do preenchimento de um
guestiondrio com perguntas claras e objetivas, no
intuito de registrar as seguintes informacgdes: idade,
cor da pele auto-referida, estado civil, escolaridade,
renda familiar, problemas de saude e hipdteses
diagndsticas.

Os critérios de inclusdo foram ser portador do
traco falciforme e aceitarem a participar da pesquisa
apds assinarem o termo de livre consentimento e
esclarecido. J4 os critérios de exclusdo foram ser
portadores de outras hemoglobinopatias que ndo a Hb
S e os que ndo concordaram em participar da pesquisa.
Foi elaborado um grupo controle constituido por
doadores de sangue provenientes de um Hemocentro.

As amostras coletadas em EDTA foram
submetidas inicialmente ao teste seletivo para a
pesquisa da Hb S, o teste de solubilidade,” seguido
da analise eletroforética para a confirmacgao do perfil
através da eletroforese Qualitativa em Acetato de
Celulose pH 8,0 - 9,0.%
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O método empregado para determinar a
peroxidagdo lipidica foi baseado na producdo de
substancias acidas reativas com o acido tiobarbiturico
(TBARS), seguindo o protocolo a seguir. O plasma foi
diluido a 10% em tampao fosfato de sédio 50 mM,
pH 7,4. 250 uL do plasma a 10% de cada grupo foi
retirado, ao qual foram adicionados 1 mL de &cido
tricloroacético a 10% e 1 mL de solugcdo de 4acido
tiobarbitdrico 0,67% e em seguida a mistura foi
agitada em vortex. Apds a agitacdo, essa mistura
foi mantida em um banho de dgua fervente por 15
min, e a seguir resfriada em 4gua corrente. Apds
o resfriamento foi adicionada 2 mL de n-butanol,
agitada em vortex por 1 min. Apds agitacdo a
mistura foi centrifugada a 1200 rpm por 5 min. A
fase butandlica de coloracdo rosa foi tomada para
leitura em espectrofotémetro a 535 nm. Os resultados
foram expressos em nmol de malonaldeido/g de
hemoglobina (nmol de malonaldeido/g de Hb).

A concentracgdo de nitrito (NO2-) foi determinada
segundo o método de GREEN. Foi pesado 7 mg de
NaNO2 e dissolvido em 10 mL de agua bidestilada
(estoque-10mM) foram feitas as diluicdes em série
(10 e 20x), ficando 1mM, 100uM, 10uM, 5uM, 2,5uM,
1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foi feita, em seguida,
uma equacgao da reta para o calculo das concentragbes
do teste. Em um tubo branco foi adicionado 500 plL
do reagente mais 500 plL de dgua destilada, em outro
tubo teste foi adicionado 500 pL do reagente mais 500
pl do plasma a 10% em agua destilada de cada grupo
estudado. Foifeita a leitura em espectrofotometro a 560
nm e os resultados expressos em pg de nitrito (NO2-).

Para a participagdo na pesquisa 0s pacientes
assinaram o Termo de Livre Consentimento e Esclarecido.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
do Hospital Infantil Albert Sabin.

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo
paramétrica foram analisados por Andlise de Variancia
(ANOVA) com teste de Student-Newman-Keuls (post
hoc) pelo programa GraphPad Prism versdao 3.00 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California
USA. Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad software.
O mesmo programa (GraphPad Prism©) foi utilizado
para confecgdo do grafico apresentado neste trabalho.
As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas a partir de p<0,05.

RESULTADOS

O perfil dos portadores do trago falciforme foi
caracterizado por uma populagdo predominantemente
do sexo feminino, com idade variando de 21 a 63
anos com a maioria na faixa de 35 a 42 anos de idade
de etnia parda e procedente do interior do Ceara. A
maioria dos pacientes apresentou ensino fundamental
completo, tinha uma situa¢do conjugal estdvel e renda
mensal familiar de 0 a 2 saldrios minimos. Também
foi verificado que os pacientes ndo fumam e ndo
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relatam fazer ingestdo de bebidas alcodlicas. Ndo ha
presenca de doengas subclinicas, ndo fazem uso de
medicamentos e/ou complementos alimentares, com
desconhecimento de outros casos na familia de anemia
falciforme e ndo realizaram transfusdes sanguineas.
34% dos portadores do trago falciforme auto-referem
infeccdo urinaria. A maioria ndo relatou exposicao a
produtos quimicos.

Os niveis plasmaticos de MDA e conteudo
de nitrito nos pacientes com Hb AA e Hb AS foram
apresentados na Tabela 1 . O grupo Hb AS (0,24 +
0,02) apresentou valor médio dos niveis séricos
de MDA semelhante ao grupo Hb AA (0,20 + 0,02;
p=0,3138) (Figura 1). Em relagdo aos niveis séricos
de nitrito (NO2-), verifica-se um significativo
aumento de 92% no grupo Hb AS (4,6 + 0,33) quando
comparado ao grupo Hb AA (2,4 £ 0,22; p<0,0009)
(Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1 - Niveis plasméaticos de malonaldeido (MDA) e o con-
teldo de nitrito (NO2-) em pacientes portadores do traco falci-
forme (Hb AS) e pacientes sem hemoglobinopatias (Hb AA).

Grupos Peroxidacio lipidica Nitrito
(nmol de MDA /g de Hb) (ug de NOy)

Hb AA 0,20 + 0,02 2,4+0,22

HB AS 0,24 + 0,02 4,6 +0,33™

AbreviagOes: Hb AA —grupo de pacientes sem hemoglobinopa-
tias; Hb AS — grupo de pacientes com trago falciforme; MDA —
malonaldeido; Hb — hemoglobina; NO2- — nitrito; *p=<0,3138
(ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls com post hoc
teste); **p<0,0009 (ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls
com post hoc teste).

Figura 1-Niveis séricos de malonaldeido (MDA) dos pacientes
portadores do trago falciforme (Hb AS) e pacientes sem hemo-
globinopatias (Hb AA).
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O grupo Hb AS (0,24 + 0,02) apresentou valor médio dos niveis
séricos de MDA semelhante ao grupo Hb AA (0,20 + 0,02;
p=0,3138). Abrevia¢des: Hb AA — grupo de pacientes sem
hemoglobinopatias; Hb AS — grupo de pacientes com trago fal-
ciforme; MDA — malonaldeido.
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Figura 2-Niveis séricos de nitrito (NO2-) dos pacientes portado-
res do trago falciforme (Hb AS) e pacientes sem hemoglobino-
patias (Hb AA).
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Nos niveis séricos de NO2-, verificou-se um significativo au-
mento de 92% no grupo Hb AS (4,6 + 0,33) quando comparado
ao grupo Hb AA (2,4 + 0,22). Abreviages: Hb AA — grupo de
pacientes sem hemoglobinopatias; Hb AS — grupo de pacientes
com trago falciforme; NO2- — nitrito; *p<0,0009 (ANOVA e
teste de Student-Newman-Keuls com post hoc teste).

DISCUSSAO

Entre as pessoas com trago falciforme
estudadas, 82% auto-refere ser pardo, 14% branco
e 4% negro.’®Podemos verificar que o processo de
miscigenac¢do da populagao brasileira, modificou o
padrdo de expressao racial da hemoglobina S, uma vez
que, essa pode ser encontrada nos diferentes grupos
étnicos.*®

Os eritrécitos sdao particularmente susceptiveis
a peroxidacdo lipidica devido a presenga do ferro e
do oxigénio nas hemacias, tornando a hemoglobina
um potencial catalisador para a formagdo de EROs e
para iniciacdo da reagdao de peroxidacdo lipidica. No
presente estudo foi observado que ndo houve diferenca
estatisticamente significante para a dosagem MDA
entre os grupos de trago falciforme e controle. Estudos
demonstraram niveis significativamente elevados de
MDA em pacientes com anemia falciforme em relagdo
a portadores do traco falciforme e de individuos com
hemoglobina normal.’® Nossos resultados podem
corroborar com esses estudos, uma vez que ndo ha
registros na literatura quanto aos niveis de MDA em
portadores do tracgo falciforme.

A estimativa dos niveis de NO, nesse estudo
foi realizada através da dosagem sérica de nitrito,
um produto de degradag¢dao do NO que apresenta boa
sensibilidade e estabilidade. A avaliacdo dos niveis
séricos de nitrito nos dois grupos estudados demonstrou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
provavelmente devido ao fato de tratar-se de pacientes
portadores do trago falciforme. Esse achado concorda
com alguns trabalhos que demonstraram a presenga de
uma diminuicdo transitdria de NO durante as crises vaso-

oclusivas em pacientes com anemia falciforme.*®Morris
e colaboradores demonstraram um aumento dos
niveis de nitrito em pacientes com anemia falciforme
assintomatico.? Nossos achados em pacientes com
traco falciforme sugerem um aumento dos niveis de
nitrito em comparagao aos pacientes com hemoglobina
normal, uma vez que durante a peroxidagao lipidica da
membrana eritrocitaria ocorre um aumento nos niveis
séricos do ferro que facilitam a biotransformacdo do
oxido nitrico em nitrito.'*?

Em suma, este estudo em abordagem quantitativa
foi resultado da participagdo direta no atendimento
aos portadores do trago falciforme. Considerando
tratar-se de uma instituicdo de referéncia para o
acompanhamento desses pacientes, houve o interesse
em tracar o perfil da clientela assistida, acreditando-se
gue poderiamos, entdo, reconhecer suas caracteristicas
e identificar fatores de risco que podem ser evitados ou
tratados. O perfil desses portadores do traco falciforme
atendidos é de mulheres jovens, com baixa escolaridade,
em situac¢do conjugal estavel, que ndo exercem atividade
remunerada e que ndo praticam automedicac¢do. A
maioria ndo faz uso de bebidas alcodlicas, ndo fuma e
nem relata fazer uso de complementos alimentares, bem
como ndo apresentava outras patologias associadas.

CONCLUSAO

Considerando os parametros oxidativos, os
pacientes com traco falciforme apresentaram niveis
mais elevados de nitrito plasmatico, embora o contetdo
de MDA tenha sido semelhante aos dos pacientes com
hemoglobinas normais. Desta forma, a partir dos nossos
resultados a populacdo em estudo foi caracterizada e a
partir desses achados iremos ampliar nossas a¢Ges para
realizacdo de um trabalho de educac¢do dos pacientes
e dos profissionais de saude sobre os riscos e as
conseqiéncias dos problemas relacionados ao estresse
oxidativo.
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