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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € uma patologia multissistémica, que se caracteriza por um processo
inflamatorio cronico e apresenta, dentre diversas complicacdes., alteragdes osteometabdlicas.
O papel da inflamacéo no envolvimento 6sseo na AF ainda é pouco estudado. Esse estudo
objetivou avaliar a relacdo entre marcadores inflamatorios e alteracGes osteometabdlicas em
adultos com AF. Foi realizado um estudo transversal, analitico e controlado, com 55 adultos
com AF (grupo Hb-SS), em condicéo clinica estavel, fora de crise algica ou qualquer quadro
agudo, com média de idade de 26,5 (z 5,2) anos, 60 controles saudaveis (grupo Hb-AA), com
idade média de 28 (+4,9) anos e 46 controles com traco falciforme (grupo Hb-AS), com idade
média 33,1 (£ 6,9) anos. Os participantes foram submetidos a aplicacao de questionarios sobre
dados sociodemogréficos e clinicos, nivel de atividade fisica, recordatério alimentar de 24h
para estimar a ingestdo diaria de célcio, avaliacdo antropométrica, laboratorial, com dosagens
de indices hematimétricos, marcadores de hemolise, do metabolismo dsseo e inflamatdrios
LDH, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e STREM-1. Os grupos Hb-SS e Hb-AA também foram
submetidos a densitometria 6ssea. O grupo Hb-SS apresentou maiores niveis de LDH, IL-1p,
IL-6, IL-10 e TNF-a que 0s outros dois grupos, assim como maiores niveis de fosfatase alcalina
e CTX, marcadores de remodelacdo Ossea, além de maior frequéncia (50%) de
insuficiéncia/deficiéncia de vitamina D e menor densidade mineral 6ssea (DMO) na coluna
lombar (DMOCL) que o grupo Hb-AA. Observou-se correlagdo positiva da hemoglobina, do
hematocrito e negativa do fésforo sérico com a DMOCL no grupo Hb-SS. Néo se observou
correlacdo dos marcadores inflamatorios com a DMOCL. Na andlise de regressdo linear
multipla, verificou-se que hematdcrito e reticuldcitos apresentaram relacdo direta com a
DMOCL e, no modelo por grupos de variaveis, relacao positiva do hematocrito e negativa do
fésforo com DMOCL. Os achados ndo corroboram a hipotese de que a inflamacédo é fator
determinante para a DMOCL dos individuos com AF e refor¢cam a ideia de que a reducdo da

DMO nessa populacgdo deve-se a propria anemia hemolitica que caracteriza a doenga.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Doengas Osseas Metabdlicas. Inflamac&o. Citocinas.



ABSTRACT

Sickle cell anaemia (SCA) is a multisystemic disease that involves a chronic inflammatory
process and several complications, such as osteometabolic alterations The role of inflammation
in bone involvement in SCA is still poorly studied in the literature. This study aimed to assess
the relation between inflammatory markers and osteometabolic alterations with SCA. A cross-
sectional, analytical and controlled study was carried out with 55 adults with SCA (Hb-SS
group), in stable clinical condition, with mean age of 26.5 (+5.2) years, 60 healthy controls (Hb-
AA group), with mean age of 28 (x4.9) years and 46 controls with sickle cell trait (Hb-AS
group), with mean age of 33.1 (x6.9) years. Participants underwent questionnaires about
sociodemographic and clinical data, level of physical activity, 24h dietary recall to estimate
daily calcium intake, anthropometric and laboratory assessment, with measurements of
hematimetric indices, markers of hemolysis, bone metabolism and inflammatory LDH, IL-1p,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o and sTREM-1. Hb-SS and Hb-AA groups also underwent bone
densitometry. Hb-SS group had higher levels of LDH, IL-1p, IL-6, IL-10 and TNF-a than the
other two groups, as well as higher levels of alkaline phosphatase and CTX, bone remodeling
markers, in addition to higher frequency (50%) of vitamin D insufficiency/deficiency and lower
BMD in the lumbar spine (BMDLYS) than Hb-AA group. Positive correlation of hemoglobin
and hematocrit and negative of phosphorus with BMDLS was seen in Hb-SS group. Correlation
between inflammatory markers and BMDLS was not noted. In the multiple linear regression
analysis, it was found that hematocrit and reticulocytes showed direct relation with BMDLS
and, in the model by groups of variables, a positive relation of hematocrit and negative
phosphorus with BMDLS. The findings do not corroborate the hypothesis that inflammation is
a determining factor for BMD and reinforce the idea that the reduction in BMD in this

population is due to the hemolytic anemia that occurs in SCA.

Keywords: Sickle cell anemia. Bone diseases, Metabolic. Inflammation. Cytokines.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Alteracdo molecular no DNA que promove a formagdo da HbS.. .............ccccoeee. 15
Figura 2: Passos do processo de Vas0-0CIUSAD ...........ccuriveiniirreieiicneeee e 19
Figura 3: Manutengdo do estado de inflamagao ap0s a vaso-0CIUSA0............cccceveercrirenienne. 20
Figura 4: Estado de inflamago CrONICA. ..........ccccuriiiiiieieiee e 21

Figura 5: Fatores que influenciam a reducdo da densidade mineral 6ssea na anemia falciforme

Figura 6: Relagdo dos marcadores inflamatorios com o metabolisSmo 0SSeo............cccceveueeee. 31
Figura 7: Niveis séricos dos marcadores inflamatorios nos grupos Hb-SS, Hb-AS e Hb-AA.39

Figura 8: Niveis séricos das raz@es citocinas inflamatdrias e do STREM-1 /IL-10 nos grupos

HD-SS, HD-AS € HD-AA ettt 40
Figura 9: Niveis séricos de marcadores inflamatérios no grupo Hb-SS de acordo com uso da
o LR 41

Figura 10: Correlagéo dos indices hematimétricos e do metabolismo 6sseo com a densidade

mineral 6ssea na coluna lombar de adultos HD-=SS.........oooeieeoei e 44



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Dados clinicos de adultos com anemia falciforme, traco falciforme e controles

Tabela 2: Caracteristicas clinicas de adultos com anemia falciforme e seus
(o10) 011 (0] 11 TR T TR RPUPRRRRRRTRRTR 42

Tabela 3: Indices hematimétricos e marcadores de hemdlise de adultos com anemia falciforme
B SBUS CONTIOIES. .ttt e e e e ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e ee et e e e e e e e n e e e e nnees 42

Tabela 4: Variaveis relacionadas ao metabolismo 6sseo de adultos com anemia falciforme e
SBUS CONMETONES. ..ottt et e e et e ettt e e e e e e e e e et e ee e e e e e e e et e eaeeeeaaee e 43

Tabela 5: Densidade mineral o6ssea de adultos com anemia falciforme e seus
CONETOIES. .o ettt e e e et e e et ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e —raaaeaaaaaas 43

Tabela 6: Densidade mineral dssea de adultos com anemia falciforme comparados a seus
controles saudaveis €M relaGa0 @0 SEX0.........cveeueieeiieiieseeseeie e e seeee e se e e et ae e sreeeens 43

Tabela 7: Correlagcdo de marcadores inflamatérios com a densidade mineral 6ssea da coluna
lombar de adultos com anemia falCiforme ..o 45

Tabela 8: Regressdo linear multipla de variaveis clinicas e laboratoriais com a densidade
mineral 0ssea da coluna lombar de adultos com anemia falciforme..........c..cccooevveieivieceenne 45

Tabela 9: Regressao linear multipla de indices hematimétricos e marcadores de hemdlise com
a densidade mineral Ossea da coluna lombar de adultos com anemia
L1 (011 (0] 041 PO URPPR 46

Tabela 10: Regressdo linear multipla de variaveis relacionados ao metabolismo 6sseo com a
densidade mineral 6ssea da coluna lombar de adultos com anemia falciforme..............c.cc.e..... 46



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AF: anemia falciforme

AINEs: anti-inflamatorios ndo esteroidais

CTX: telopeptideo C-terminal de colageno tipo I

DEXA: densitometria 6ssea através da absor¢do de raios-X de dupla energia
LDH: desidrogenase lactica

DMO: densidade mineral 0ssea

DMOCL: densidade mineral dssea na coluna lombar
FGF: fator de crescimento de fibroblastos

GAG: Guanina, Adenina, Guanina

GTG: Guanina, Timina, Guanina

Hb: hemoglobina

HbF: hemoglobina fetal

HbS: hemoglobina S

HU: hidroxiureia

ICAM1: molécula de adesdo intercelular-1

IL: interleucina

IPAQ: International Physical Activity Questionnaire
ISCD: Sociedade Internacional de Densitometria Clinica
NAF: nivel de atividade fisica

NO: dxido nitrico

NOS: 6xido nitrico sintetase

OPG: osteoprotegerina

PTH: hormdnio da paratireoide

RANK: receptor do ligante do fator nuclear x-B
RANKL.: ativador do receptor do ligante do fator nuclear x-B
STREM-1: Soluble Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells (Forma solavel do
TREM-1)

TLR: receptor toll-like

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

TRAP: fosfatase acida resistente ao tartarato

TREM: Triggering Receptor Expressed Myeloid Cells

VCAML1: molécula de adesdo vascular-1



SUMARIO

1 [N RI0] 51610710 2T 13
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt esesses s, 14
2.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos da anemia falcifome..........ccccocoveviiiiiicinnn, 14
2.2 Aspectos fisiopatologicos da anemia falcifome ..., 16
2.2.1 O Process0 VaSO-0CIUSIVO.........ccueriiiiiiiiiieieie ettt 17
2.2.1.1 HemOliSe € OXITO NITFICO ....oviiiieiieiiiitisiesee et 17
2.2.1.2 Vaso-0Clus8o e INfIamMaGCa0 ...........cocviiiiiiiiece s 18
2.3 TFATAMENTO ...ttt be et e e st e e e snbe e e nnneeennneeeas 23
2.4 MEtabOlISIMO OSSEO ......cvvivieiieieieie ettt st sbe e eneas 24
2.4.1 Células de revestimento OSSE0........cccuiviiiieieerieiese e se e ee e e ettt se e eneenes 24
A O 1 (=T ] o] Fo T oL 24
A N O 1) (=To o3 | (01U 25
244 OSTEOCIASTOS ..ottt bbb 25
2.4.5 Sinalizagéo intercelular e eXpressao géniCa...........ccoovveriririiiienenese s 25
2.4.5.1 Osteoblastos € OSTEOCITOS .......ccueiiveieiieiiee e re e se e e e esreenee e 25
2.4.5.2 OSTEOCIASTOS ...ttt ettt bbbt e s 26
A I =1 = 1 (0] 10 T0] o [ 1RSSR 27
247 VITAMINA D oot et bbbt 27
2.5 Impacto da anemia falciforme no metabolismo 0SSE0..........ccccoveveiieiicciciccieee, 28
3 OBUJIETIVOS ...ttt b et e et et et be s ae st reeae e 32
3.1 ODJELIVO GEIAL.....eiciiiii e 32
3.2 ODJetiVOs ESPECITICOS......iviiriiiiiieise et 32
4 CASUISTICA E METODOS .....cooviiirieieeieenssneeesssssseesessesssssessssssessssssesssenns 33
4.1  Delineamento MetodOIOQICO . .......ccciiiiiiiiiiiieiee e 33
I A 410 1 = TP PP PR PP 33
/G R O70] (=) - o [T F- o [0 LRSS 34
VG R ANVE | [ F=Tor- ToJR=Ta € o] o] 1 4 [<] 1 [0 USSR 34
4.3.2  Avaliagao 1aboratorial..........cccooiiiiiiiiii 34
4.3.3  AvaliaGao denSItOMEALIICA .........ceiveiiiieeieie et 35
4.3.4  Avaliacdo do nivel de atividade fiSICa ........ccecvrereieieiiiisieee e 36

4.3.5 AVvaliaGdo NULIICIONAL .........cccviiiiiiiie e 36



4.4
4.5

ANALISE B AUOS. ... ettt e e et e e e e e e e e 36

ASPECLOS BLICOS. ...ttt ettt bbbttt b b e b e 37
RESULTADOS......cooiieicieieseeetee et sesies s s ssss s sass st ssanass s 38
DISCUSSAOD ...ttt es st 47
CONCLUSAO ..ottt 55
REFERENCIAS. ..ottt s aen st en st s s st enes st snsssna s stanans s aaneneans 56
APENDICE A: QUESTIONARIO GERAL DO GRUPO DE PACIENTES .......66
APENDICE B: QUESTIONARIO GERAL DO GRUPO CONTROLE. ............. 67
APENDICE C: AVALIACAO ANTROPOMETRICA .....cccooirererereeeeeeereeenne 68
APENDICE D: RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24 HORAS..................... 69

APENDICE E: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO .70

ANEXO A: INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRE
(IPAQ) — VERSAO CURTA ..ottt e ses s seseesesassessaeses s 71

ARTIGOS PUBLICADOS .........ccooiiiiiiiiie L 72
ARTIGOS SUBMETIDOS PARA PUBLICACAO........cc i 74



13

1  INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF), hemoglobinopatia hereditaria mais prevalente no
mundo, tem carater autossémico recessivo e decorre de alteracdo genética que leva a formagao
de uma hemoglobina (Hb) alterada, a hemoglobina S (HbS) (SUNDD; GLADWIN; NOVELLLI,
2019). E uma patologia multissistémica, que se caracteriza por um processo inflamatdrio
cronico e apresenta elevada morbidade e mortalidade precoce (CONRAN; BELCHER, 2018;
DONG; MCGANN, 2021).

A alteracdo fisiopatoldgica primaria da AF resulta em inumeras complicacBes. Ha
frequentemente crises vaso-oclusivas, devido a falcizacdo dos eritrocitos, que promovem
oclusdo microvascular e ativacdo de leucdcitos, plaquetas e células endoteliais (DOMINGOS
et al., 2020; SUNDD et al., 2019), além de producdo de citocinas inflamatorias, processo que
gera dano isquémico aos tecidos e comprometimento de varios 6rgdos (CONRAN &
BELCHER, 2018; DOMINGOS et al., 2020).

A vaso-oclusao é responsavel por varios episodios dolorosos agudos, 0s quais séo
a principal causa de hospitalizagdes em pacientes com AF (CONRAN & BELCHER, 2018).
Essas crises manifestam-se espontaneamente ao longo da vida e ocorrem frequentemente nos
0ssos (GREEN et al., 2015). Além do envolvimento 6sseo agudo, como crise algica e
osteomielite, ha complicacBes clinicas cronicas, como crescimento prejudicado, infecgdes
cronicas e reducdo da densidade mineral dssea (DMO) (SARRAI et al., 2007). Aponta-se que
inimeros fatores, como o processo de isquemia-reperfusao, liberacao de citocinas, desequilibrio
de atividade entre os osteoblastos e osteoclastos, deficiéncia de vitamina D, hemolise e
sobrecarga de ferro, entre outros, podem contribuir para reducdo da DMO e suas complicacGes
(GIORDANQO et al., 2021). Embora a inflamacéo esteja envolvida na AF e na redugdo da massa
6ssea, ndo foi identificado estudo prévio sobre marcadores inflamatérios e DMO em individuos
com essa hemoglobinopatia.

Uma vez que adultos com AF tem alcancado maior expectativa de vida nas ultimas
décadas, que o pico de massa 0ssea € atingido na idade adulta e que 0 acometimento 0sseo pode
levar a maior morbidade devido ao aumento do risco de fratura, associado ao envolvimento da
inflamacdo na fisiopatologia da AF e da osteoporose, esse estudo teve como objetivo investigar

a relacdo entre marcadores inflamatdrios e alteracdes osteometabdlicas de adultos com AF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGICOS DA ANEMIA FALCIFOME

A doenca falciforme (DF), que contempla todo o grupo de anemias hemoliticas de
origem hereditéaria, sejam elas heterozigotas ou homozigotas, € a doenca hematoldgica
hereditaria mais comum no mundo (NARTEY et al., 2021). Sua forma mais grave, anemia
falciforme (AF), foi descrita pela primeira vez em 1910, quando o Dr. James Herrick fez um
relato de anemia grave e que, ao analisar o esfregaco de sangue, os eritrocitos possuiam formato
de foice (HERRICK, 2001). Em 1949, Linus Pauling descobriu que uma proteina anormal era
a causa de uma doenga semelhante e realizou a primeira descrigdo: a HbS (SALINAS
CISNEROS; THEIN, 2020).

Posteriormente, descobriu-se que a AF é uma patologia genética, autossémica
recessiva, decorrente da mutagdo pontual no gene da -globina, que resulta na substituicao de
uma base nitrogenada no sexto codon desse gene, no brago curto do cromossomo 11(SUNDD;
GLADWIN; NOVELLLI, 2019). Assim, a adenina da sequéncia GAG ¢é trocada por timina,
formando a sequéncia GTG (INUSA et al., 2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019), o
que leva a substituicdo do aminoacido acido glutdmico, que é hidrofilico, por valina, que é
hidrofébica. Forma-se, portanto, um tetrimero de HbS (028%2), que sofre polimerizagdo dentro
das hemécias quando desoxigenadas, devido as interaces hidrofébicas entre suas moléculas
(PICCIN et al., 2019) (Figura 1).

HbA HbS
CCT GAG GAG CCT GTG GAG
Gene Globina Beta
GGA CTC CTC GGA CAC CTC
mRNA CCU GAG GAG CCU GUG GAG

Hemoglobina a m

| Q& W >
Hemacias @®© @
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Figura 1: Alteracdo molecular no DNA que promove a formagdo da HbS. Adaptado de: Kato et al, 2018.

O genotipo heterozigoto (Hb-AS) é denominado traco falciforme e representa uma
condicdo na qual o individuo carrega o gene S, podendo transmiti-lo para seus descendentes. O
traco falciforme é considerado uma condicdo benigna, na qual a morbidade e mortalidade séo
comparaveis a populacdo geral (CONNES et al., 2008). Embora a maioria dos individuos com
traco falciforme seja assintomatica, estudos apontam provaveis complicacbes para esta
condicdo, como hematdria, necrose papilar renal, hipostendria, infarto esplénico, rabdomidlise
por esforco e morte stbita relacionada ao exercicio (NAIK et al., 2018; TSARAS et al., 2009).

A DF acomete, predominantemente, pessoas com ascendéncia africana, indiana e
arabe, com a maioria dos casos ocorrendo na Africa Subsaariana (INUSA et al., 2019;
NARTEY et al., 2021). Supde-se que a elevada prevaléncia nesses locais € devido ao fator
protetor que a hemoglobinopatia heterozigota garante contra a mortalidade por malaria
(SARAF et al., 2014).

A migracdo entre paises promoveu a distribuicdo dos genes da célula falciforme
para regides em que ndo ha elevada prevaléncia de malaria, como Italia e Inglaterra (INUSA et
al., 2019; SARAF et al., 2014). Nos Estados Unidos, existem aproximadamente 100.000
individuos com DF (HASSELL, 2010). Apesar desse aumento, a taxa de mortalidade pela AF
diminuiu nas Gltimas cinco décadas. Tal reducdo decorreu do advento dos programas de triagem
neonatal, profilaxia de infeccbes com o uso de penicilina, imunizacdo pneumocdcica e a
instituicao de programas de cuidado que conseguem prevenir e tratar as complicagcdes da doenca
(BRASIL, 2012; NARTEY et al., 2021; WARE et al., 2017). No mundo, o trago falciforme
esta presente em aproximadamente 300 milhdes de pessoas, com prevaléncia que varia de 2%
a 30% em diversos paises (NAIK et al., 2018).

No Brasil, nascem, anualmente, cerca de 3.000 criancas com AF (DA SILVA DE
JESUS et al., 2018). Estima-se que 25.000 a 50.000 pessoas tenham AF e que maioria seja das
regides Norte e Nordeste do pais (BRASIL, 2018). Como € mais frequente em negros, 0s quais,
em muitos casos, constituem grupos menos favorecidos da sociedade e vivem em regifes
periféricas dos grandes centros urbanos, a distancia aos centros de referéncia constitui uma
barreira para o acompanhamento integral e reducdo das complicagdes (FERNANDES et al.,
2015). Aléem disso, como em outras doengas, o nivel socioecondmico e cultural afeta
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diretamente a qualidade de vida das pessoas e interfere nos cuidados com a saide e com a
nutricdo (DA SILVA DE JESUS et al., 2018).

2.2. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA ANEMIA FALCIFOME

O evento fundamental da fisiopatologia e das complicacfes da AF é a polimerizacéao
da HbS guando em ambiente sob baixa tensao de oxigénio (SALINAS CISNEROS & THEIN,
2020). Quando isso acontece, os eritrocitos sofrem alteracdo do citoesqueleto, da bicamada
lipidica e das proteinas da sua membrana, levando a uma desidratagdo e a mudancgas na sua
conformacao, adquirindo o formato de foice (GARCIA et al., 2020). Como bebés e criancas
mais novas tém elevados niveis de hemoglobina fetal (HbF), a qual impede essa polimerizagéo,
eles ttm uma maior protecdo contra as crises de falcizacdo. Entretanto, os niveis de HbF
reduzem com o avancar da idade até se tornarem insuficientes para inibir a falcizacdo (DONG;
MCGANN, 2021).

FalcizacOes repetidas da HbS reduzem a deformabilidade e a vida util da hemécia
em até 1/6 de uma hemacia normal (SALINAS CISNEROS; THEIN, 2020). Com as alteracdes
estruturais, a célula fica mais densa, adesiva e a membrana torna-se rigida (INUSA et al., 2019).
Todas essas mudancas implicam em anemia hemolitica e intera¢cdes anormais com as células
imunes e com o endotélio. Como consequéncia, ha bloqueio do fluxo sanguineo, principalmente
em vasos pequenos, que levam a processos repetidos de hipdxia-reperfusdo. Como ha intensa
apoptose dos eritrocitos, ocorre aumento da eritropoiese, refletindo no aumento da circulacdo
de reticulécitos (FERREIRA et al., 2017).

A justificativa para esse processo é que ocorre exposicdo de moléculas de adesao
gue normalmente ndo sdo expressas e sdo capazes de aumentar a adesividade e de ativar a
cascata de coagulacdo (CONRAN; BELCHER, 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,
2019). A consequéncia é vaso-oclusdo, isquemia tecidual, infarto e hemdlise (INUSA et al.,
2019).

As celulas irreversivelmente falciformes contribuem para o estado inflamatorio
cronico da AF em decorréncia dos mecanismos hemoliticos e de fendmenos vaso-oclusivos
(CONRAN; BELCHER, 2018). Nesse contexto, a doenga se caracteriza por lesdo crénica
progressiva dos 6rgdos durante o periodo estacionario, intercalado com episodios de vaso-

oclusdo, que correspondem a exacerbacfes da condicdo pro-inflamatdria da doenca com a
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formacdo de agregados com eritrdcitos falciformes, plaquetas e células imunes (KATO;
STEINBERG; GLADWIN, 2017; ZHANG et al., 2016).

2.2.1. O processo vaso-oclusivo

A vaso-oclusdo compreende um processo gque envolve varias etapas e ativacdo de
diversas células através de inimeros mecanismos, como consequéncia das anormalidades
bioguimicas na célula falciforme, e o ponto-chave é o dano ao sistema vascular decorrente da
hemolise.

Para que o0 processo vaso-oclusivo ocorra geralmente sdo necessarios gatilhos,
embora exista, naturalmente, uma suscetibilidade pelo proprio mecanismo fisiopatoldgico da
doenca. As principais ameacas sao: disfungdo imunoldgica decorrente da asplenia funcional e
do aumento do risco de infeccdo por bactérias encapsuladas; inflamacédo estéril cronica, que
gera maior sensibilidade a patdgenos pela suprarregulacdo das citocinas; diminuicdo da reserva
cardiopulmonar devido a lesdo endotelial, da disfuncéo diastélica e da hipertensdo pulmonar;
por fim, deterioracdo renal progressiva, com hiperfiltracdo glomerular e disfuncéo tubular
(NOVELLI; GLADWIN, 2016).

2.2.1.1. Hemolise e 6xido nitrico

Com a ruptura da membrana eritrocitaria, ocorre a liberacdo de polimeros de Hb
livre na circulacdo. A forma livre dessa proteina se degrada nos grupamentos heme e globina.
Em condi¢6es normais, o heme férrico livre liga-se a hemopexina e posteriormente é degradado
no figado. Ja a globina liga-se a haptoglobina e esse complexo é degradado pelos macréfagos
(PICCIN et al., 2019). Na AF, como o processo de degradacao eritrocitaria ocorre de maneira
mais exuberante, o excesso de Hb se conjuga com o 6xido nitrico (NO) presente nos vasos e se
transforma em nitrato inerte, comprometendo a vasodilatacio (KATO; STEINBERG;
GLADWIN, 2017).

O NO € um radical livre sintetizado pela familia das enzimas NO sintetase (NOS)
durante a conversdo da arginina em citrulina. O NO produzido pela NOS endotelial difunde-se
para a musculatura lisa adjacente e, através da acdo de proteinas quinase, promove 0
relaxamento da musculatura lisa perivascular (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017).

Somado ao processo do NO ser consumido pela Hb durante a ruptura das hemaécias, ocorre a
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liberacdo de arginase, enzima responsavel por metabolizar a arginina, substrato para a NOS, e
por liberar a dimetilarginina assimétrica, um inibidor da NOS (LANDBURG et al., 2010). A
consequéncia de todo o processo é a ativacao plaquetaria e ativagdo das proteinas de coagulacdo
(KATO et al., 2018).

2.2.1.2. Vaso-ocluséo e inflamacao

O processo vaso-oclusivo na AF compreende varias etapas que envolvem
interacdes entre eritrocitos falciformes, leucdcitos ativados, células endoteliais, plaguetas e
proteinas plasmaticas. A vaso-oclusdo recorrente, 0 processo de isquemia-reperfusdo e
consequente ativagdo e lesdo das células endoteliais vasculares induzem uma resposta
inflamatoria cronica no individuo com AF, que € propagada por niveis elevados de citocinas
inflamatorias, diminuicdo da biodisponibilidade de NO e estresse oxidativo (CONRAN;
FRANCO-PENTEADO; COSTA, 2009).

O grupamento heme da Hb, além de ser toxico para o endotélio, também é
responsavel por ativar células do sistema imune. Isso € possivel gracas a capacidade de
sinalizacdo da via inflamassoma e a consequente ativacdo da imunidade inata, através do
receptor do tipo Toll (TLR) 4 e da familia de receptores intracitoplasmaticos do tipo NOD
(KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Ao mesmo tempo, a Hb oxidada também é capaz
de ativar a liberacdo de moléculas de adesdo do endotélio, tais como P-selectina, E-selectina,
molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM1) e molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM1)
(ZHANG et al., 2016).

Além da Hb oxidada ter potencial para liberar moléculas de adesdo, os mondcitos
exibem fendtipo ativado e contribuem para o processo vaso-oclusivo na AF. Essa ativacdo
ocorre na tentativa de remover microparticulas hidrofobicas, decorrente da lesdo da membrana
dos eritrécitos (PICCIN et al., 2019). Esse fendmeno acontece também porque os elevados
niveis do fator de crescimento de placenta, um fator de crescimento angiogénico na familia do
fator de crescimento endotelial, também presente na membrana dos eritrécitos, contribui para
ativacdo dessas células e exposicao do fator tecidual (PICCIN et al., 2019; WONGTONG et
al., 2015) .

As células endoteliais sdo ativadas por estimulos inflamatérios internos e exégenos,
com isso neutrdéfilos circulantes sdo recrutados para as vénulas pos-capilares. Tais neutréfilos
aderentes interagem com hem@cias falciformes circulantes, o que leva a obstrucédo transitéria

ou prolongada do fluxo sanguineo venular. Essa obstrucdo aumenta o tempo de transito das
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hemacias, gera isquemia, aumenta a falcizagdo de hemacias e promove ainda mais recrutamento
de neutrofilos e interacBes heterotipicas. Além disso, viu-se que neutréfilos envelhecidos

representam um neutréfilo excessivamente ativo sob condic¢des inflamatorias (Figura 2).
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Figura 2: Passos do processo de vaso-oclusdo. Adaptado de: Zhang et al. (2016).

A ativagdo das células inflamatdrias e de suas vias de sinalizacdo implica na
producdo e secrecdo de inimeras moléculas que perpetuam o estado inflamatério, como
guimiocinas, eicosanoides, citocinas e fatores de crescimento (CONRAN; BELCHER, 2018).
A consequente ativacdo do fator de transcricdo NF- kB das células endoteliais promove maior
expressdo de moléculas de adesdo (P-selectina, E-selectina, ICAM-1, VCAM-1) e de
interleucina (IL) la (IL-1a), IL-1B, IL-6, IL-8, inibidor do ativador de plasminogénio, entre
outros (CONRAN; BELCHER, 2018; ZHANG et al., 2016). Algumas das citocinas estimulam
suas sinteses mutuamente. Como ha lesdo celular, ha ativacdo de linfdcitos. Essas células
contribuem com a liberagdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) como consequéncia
precoce dos processos de isquemia-reperfusdo. Isso gera um circulo vicioso, pois essa molécula
é capaz de ativar mais linfocitos e células endoteliais (CONRAN; BELCHER, 2018). Esse
processo corrobora para a adeséo celular de neutréfilos, os quais contribuem com a liberacdo
de citocinas pro-inflamatorias, como TNF- a e IL-1p (WONGTONG et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3: Manutencéo do estado de inflamag&o ap6s a vaso-oclusdo. Adaptado de Conran et al, 2009.

Outras moléculas também estdo presentes na conducdo da inflamacdo. Em
decorréncia da ativacdo do inflamossoma, ha elevados niveis de IL-1 e de IL-18. A primeira
estimula a ativacdo de leucdcitos e de células endoteliais, enquanto a segunda contribui com a
vasculopatia por estimular a proliferagdo de células musculares lisas, bem como estimula a
producdo de outras citocinas (CONRAN; BELCHER, 2018). A IL-6 estd aumentada, porém ela
atua em uma via de mao dupla: ao mesmo tempo em que é uma proteina que marca a fase aguda
de um processo inflamatério, é capaz de suprarregular a IL-10, que tem caréater anti-inflamatério
(CONRAN; BELCHER, 2018).

As IL-1B, IL-6, IL-8, e TNF-a apresentam niveis elevados tanto na crise vaso-
oclusiva quanto no periodo estdvel (NADER; ROMANA; CONNES, 2020; QARI; DIER;
MOUSA, 2012; VONA et al., 2021). Como sempre 0 organismo tenta manter o equilibrio,
existe uma tentativa de conter o processo inflamatério e um dos mecanismos é através da
suprarregulacdo da IL-10. Produzida principalmente pelos macrofagos, linfécitos T e B, células
natural-killer e mondcitos, essa citocina tenta impedir a producdo das citocinas pro-
inflamatorias (CONRAN; BELCHER, 2018) (Figura 4).
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A producdo de citocinas pré-inflamatorias em mondcitos e em neutréfilos pode
também ser promovida pela sinergia entre receptores de ativacdo expressos em células
mieloides tipo 1 (Triggering Receptor Expressed Myeloid Cells, TREM-1) e receptores toll-
like (TRLs), relacionados & imunidade inata (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000;
GIBOT et al., 2004; RADSAK et al., 2004).

Os receptores TREM, identificados por Bouchon, Dietrich e Colonna (2000), sdo
uma familia de receptores de superficie celular que pertencem a superfamilia de
imunoglobulinas e sdo expressos principalmente em celulas mieloides, como neutréfilos,
subtipos de mondcitos e macrofagos (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000), além de
megacariocitos, plaquetas, células endoteliais e queratindcitos (JOLLY et al., 2017; SHARIF;
KNAPP, 2008). Tais receptores sdo considerados importantes moduladores da resposta imune,
amplificando-a, através da atuacdo sinérgica com os TRLs na producdo de mediadores
inflamatorios. Sua via de sinalizagdo resulta na ativacdo do fator nuclear kB e na expressao de
genes inflamatdrios, assim como na degranulagdo, producdo de radicais livres de oxigénio
(ROS) e citocinas (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000).
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Ja foram descritas as seguintes classes de proteinas na familia do TREM: TREM-
1, TREM-2, TREM-3 (em camundongo), TLT-1 (TREM like transcript 1) e TLT-2 (TREM like
transcript 2), estes dois Gltimos em camundongos e em humanos (KLESNEY-TAIT et al., 2006;
PANDUPUSPITASARI et al., 2016), sendo 0 TREM-1 o mais elucidado.

O TREM-1 pode atuar como receptores de reconhecimento padrdo (PRR) com
capacidade similar aos TRLs através de reconhecimento de padrdes moleculares. Os TLRs
identificam os patdgenos e ativam as células da imunidade inata a fim de elimina-los e moldar
a resposta imune adaptativa (BOUCHON et al., 2000). Em mondcitos, a ativacdo do TREM-1
propicia aumento da fagocitose, producdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, tais
como IL-8, um quimiotatico potente para neutrofilos, além das citocinas TNF- a e IL-1B
(BOUCHON et al., 2000; TESSARZ & CERWENKA, 2008). Em neutréfilos, sua ativacgao,
além de levar ao aumento da fagocitose e degranulacdo de enzimas, relaciona-se a producéo de
ROS e producéo de citocinas inflamatorias e quimiocinas, como IL-8 (BOUCHON et al., 2001).
Revisdo prévia, além de apontar a producdo de outras citocinas e quimiocinas além de IL-1p,
IL-8 e TNF-a, como IL-2, IL-6 por exemplo, evidenciou uma reducdo da producéo de IL-10
(ARTS et al., 2013), o que aponta papel pro-inflamatério do TREM-1.

O RNAmM do TREM-1 tem uma variante que codifica uma proteina com perda de
uma regido transmembrana, resultando em um receptor secretado na forma soltuvel (STREM-1)
(MAHDY et al., 2006), o qual também pode se originar da clivagem proteolitica do TREM-1
de superficie, através da acio de metaloproteinases (GOMEZ-PINA et al., 2007). Aponta-se
que STREM-1 regula negativamente a sinalizacdo TREM-1 de membrana através da
neutralizacao de seus ligantes (KLESNEY-TAIT et al., 2006). O sSTREM-1 pode ser detectado
em fluidos corporais, como soro, derrame pleural, expectoracdo e urina, durante infec¢do ou
inflamagdo (CAO; GU; ZHANG, 2017). Estudos apontam que seus niveis séricos elevados
indicam quadro infeccioso e patologias inflamatdrias ndo-infecciosas, como por exemplo sepse,
pneumonia, meningite bacteriana e artrite reumatoide (GIBOT et al., 2004; GOMEZ-PINA et
al., 2007; OKU et al., 2013) , inclusive sugere-se que o STREM-1 pode ser utilizado como um
biomarcador indireto de inflamacdo sisttmica (DETERMANN et al., 2009). Apesar de a AF
ser uma patologia de carater inflamatério, até 0 momento ndo ha registro de estudos sobre o
TREM-1 nos individuos com AF. Estudo prévio evidenciou que o blogueio do TREM-1 reduz
0 processo vaso-oclusivo em modelo experimental animal e sugeriu papel do STREM-1 como

biomarcador da evolugdo da doenga falciforme (THARAUX et al., 2021).
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2.3. TRATAMENTO

Existem varios medicamentos que tentam controlar a doenca em diversos aspectos.
Por muitos anos, a hidroxiureia (HU), principal droga utilizada até hoje, foi a Gnica droga
disponivel para modificar o curso da doenga. Todavia, atualmente, existem outras terapias
medicamentosas com a recente aprovacdo da Food and Drug Administration, como L-
glutamina, crizanlizumab e voxelotor (RAI; ATAGA, 2020). Cada um tem uma fungao
diferente.

A principal acdo da HU ¢ a capacidade de aumentar os niveis de HbF células
falciformes. O mecanismo exato pelo qual consegue tal efeito ndo € totalmente compreendido,
mas sabe-se que ela inibe a ribonucleotideo redutase, o que evita a formacdo de
desorribonucleotideos. Isso implica na parada da fase S de replicacdo de todas as células,
induzindo, dessa forma, a eritropoiese e 0 aumento da producdo de HbF (ADEWOYIN, 2015).
Além disso, ela reduz a deformabilidade dos eritrocitos e a hemolise, melhora a hidratacdo
celular, limita a interacdo das células falciforme com o endotélio vascular, atua como doadora
de NO e reduz os niveis de reticulécitos, leucdcitos e de plaquetas (ADEWOY N, 2015; RAI,
ATAGA, 2020), sendo a supressao medular listada como um dos possiveis efeitos colaterais.

A HU esté indicada para individuos com eletroforese de hemoglobina compativel
com o diagndstico de DF: Hb SS, SC, SD ou SBetaTal, idade igual ou maior que dois anos,
possibilidade de comparecer as reavaliagdes periddicas; beta-HCG sérico negativo para
mulheres em idade reprodutiva; ter apresentado pelo menos uma das complicagdes abaixo nos
Gltimos 12 meses: trés ou mais episddios de crises vaso-oclusivas com necessidade de
atendimento médico; dois episddios de sindrome toracica aguda (definida como dor toracica
aguda com infiltrado pulmonar novo, febre de 37,5°C ou superior, taquipneia, sibilos
pulmonares ou tosse); um episodio de priapismo grave ou priapismo recorrente; necrose
isquémica 6ssea; insuficiéncia renal; proteindria de 24 h maior ou igual a 1 g; anemia grave e
persistente (Hb menor que 6 g/dL em trés dosagens no periodo de 3 meses); desidrogenase
lactica (LDH) elevada duas vezes acima do limite superior nas criangas ou adolescentes e acima
de trés vezes do limite superior no adulto; alteracdes no ecodoppler transcraniano acima de 160
e até 200 cml/s; retinopatia proliferativa; ou quaisquer outras situacbes em que haja

comprovacao de lesdo cronica de 6rgdo (BRASIL, 2018).
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2.4, METABOLISMO OSSEO

O esqueleto, alem de fornecer suporte mecanico para estatura e locomocéo,
armazena a medula dssea, fornece protecdo para 6rgaos vitais e é fonte de varios minerais, como
calcio, fosfato e magnésio. Também é fonte de moléculas organicas, tais como fibras de
colageno (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; HAN et al., 2018). O 0sso, apesar de parecer ser
um tecido inerte e sem mudancas, € um orgao altamente dinamico. Ele é remodelado em ciclos
constantes de forma assincrona em todo o esqueleto (SIMS; VRAHNAS, 2014). Esse processo
sempre ocorre na mesma sequéncia: remodelagdo seguida por producéo da matriz 6ssea (SIMS;
VRAHNAS, 2014). Entretanto, quando ocorre remodelacdo 6ssea, ha uma tendéncia de reducao
da massa 0ssea.

O 0sso é um tecido conjuntivo composto por quatro tipos de células: osteoblastos,
osteoclastos, ostedcitos e células de revestimento 6sseo (FLORENCIO-SILVA et al., 2015). A
formagcéo, proliferacéo e atividade das células 6sseas sdo controladas por fatores sistémicos e
locais. Dessa forma, uma rede intrincada de citocinas e de fatores de crescimento atuam e
controlam de forma autdcrina/paracrina a homeostase 6ssea, além de hormonios sistémicos,
como o paratormoénio (PTH), esteroides sexuais e glicocorticoides (FLORENCIO-SILVA et
al., 2015).

2.4.1 Células de revestimento 6sseo

As células de revestimento Gsseo consistem em osteoblastos em um estado
quiescente. Essas células parecem impedir a interacdo direta dos osteoclastos com a matriz
6ssea, impedindo que ocorra o0 processo de reabsorcdo 6ssea quando esta ndo deve ocorrer.
Participam também do processo de diferenciagdo dos osteoclastos ao produzir osteoprotegerina
(OPG) e ativador do receptor do ligante do fator nuclear k-B (RANKL) (FLORENCIO-SILVA
etal., 2015).

2.4.2 Osteoblastos

Os osteoblastos originam-se de células-tronco mesenquimais e sdo responsaveis
pela produgdo e secrecdo de componentes da matriz Ossea, regulando o depdsito de
hidroxiapatita, que € o componente mineral do osso (PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019). A
transicdo de progenitores de osteoblastos para chegar na fase de células maduras é caracterizada

pela ativacdo de fatores de transcricéo, além da atuacéo de proteinas, como fator de crescimento
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de fibroblastos (FGF) (PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019). A fase de pré-osteoclastos é marcada
pela producdo da fosfatase alcalina. Na transi¢do de pré-osteoblasto para célula madura ocorre
a secrecdo de proteinas que irdo compor a matriz extracelular — osteocalcina, colédgeno tipo | e
sialoproteina 6ssea I/l1 (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019).

2.4.3 Ostedcitos

Os ostedcitos sdo originados a partir dos osteoblastos e mecanismos genéticos e
moleculares modulam essa diferenciacdo (DALLAS; BONEWALD, 2010). O ostedcito é
responsavel por integrar os sinais hormonais e mecanicos na regulacdo da massa Ossea. Ele
regula a funcao dos osteoblastos e osteoclastos, pois percebe os estimulos mecanicos, controla
as respostas adaptativas a carga mecanica e € um alvo para as acdes do PTH (DALLAS;
PRIDEAUX; BONEWALD, 2013).

Os osteocitos também apresentam funcdo endocrina por meio da produgdo de
fatores circulantes, como o FGF derivado de osso 23 (FGF23), que é capaz de manter a
homeostase do fosfato, ao inibir a producdo da 1,25-diidroxivitamina D3 e a reabsorcéo renal
desse anion, além de suprimir a sintese do PTH (MIZOKAMI; KAWAKUBO-YASUKOCHI;
HIRATA, 2017).

2.4.4 Osteoclastos

Os osteoclastos sdo originados a partir de células-tronco hematopoiéticas, mais
especificamente de celulas mononucleares, e sdo responsaveis pela reabsorcdo éssea
(FLORENCIO-SILVA etal., 2015; PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019). Sao capazes de produzir
e secretar enzimas na superficie dssea, com o objetivo de dissolver proteinas e minerais, como
a hidroxiapatita. O ambiente acido dessas lacunas é capaz de ativar proteinases para degradar e

renovar a matriz extracelular(HAN et al., 2018).

2.4.5 Sinalizacéo intercelular e expressao génica

2.4.5.1 Osteoblastos e osteécitos

As células dsseas sdo reguladas atraves de sinalizagdes promovidas por meio da
liberacdo de ligantes extracelulares e a consequente ativacdo dos seus receptores. Nesse

contexto, ap0s uma sinalizacdo nos receptores transmembranares, ocorre uma cascata de
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sinalizacdo intracelular, o que leva a translocagéo do nacleo por moléculas citoplasmaticas para
promover a expressdo génica adequada (BELLIDO, 2014).

A sinalizacdo induzida por Wnt, molécula de sinalizacdo extracelular, pode ativar
familias de receptores transmembranares (PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019; SCHULTE,
2015). A OPG, que neutraliza 0 RANKL e os seus efeitos de diferenciacdo dos osteoclastos, é
um dos genes-alvo dessa via de sinalizacdo, apés ativacdo do Wntl6 (HAN et al., 2018b;
PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019). Para contrabalancear a sinaliza¢do conduzida pela Wnt, ha
moléculas que inibem a diferenciacdo e funcdo dos osteoblastos e, consequentemente,
promovem reducdo da massa 6ssea (PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019).

Os fatores de crescimento semelhante a insulina I e 1l induzem a proliferacdo e
diferenciacdo dos osteoblastos, bem como recrutam seus precursores para a superficie recém-
erodida pelos osteoclastos (YAKAR et al., 2018). Outra molécula de sinalizacao é o peptideo
relacionado ao hormonio da paratireoide, que regula a apoptose e a proliferacdo osteoblastica
(PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019).

Além do FGF 23 ja citado, hd também o FGF 2 e 18, que promovem diferenciacao
celular e 0 FGF21, que diminui a superficie de contato dessas células e reduz a massa 4ssea
(CHAROENPHANDHU et al., 2017; PLOTKIN; BRUZZANITI, 2019).

2.4.5.2 Osteoclastos

Assim como as outras células, os osteoclastos possuem uma rede molecular de
sinalizacGes que controlam a sua expressdo génica em resposta a sinalizagfes externas. A
sinalizacdo do receptor RANK através do seu ligante RANKL, produzido por osteoblastos e
ostedcitos, promove efeitos pré-osteoclastos. Assim, ocorre formacdo, fusdo, ativacdo e
sobrevivéncia dessas células. Em contrapartida, a OPG inibe a diferenciacdo dos precursores
dos osteoblastos (HAN et al., 2018).

A esclerostina, expressa pelos ostedcitos, € capaz de inibir a atividade dos
osteoblastos e de estimular a osteoclastogénese de maneira dependente do RANKL (HAN et
al., 2018b). Ela também promove a ostedlise osteocitica, processo no qual os ostéocitos liberam
enzimas, como anidrase carbdnica 2, catepsina K e a expressdo da fosfatase &cida resistente ao
tartarato (TRAP), cuja suprarregulacdo implica reabsorcdo 6ssea (KOGAWA et al., 2013).

Uma forma de avaliar a renovagao 6ssea € através de marcadores de formacdo e de

reabsorcdo 0ssea. Os mais comumente utilizados sdo o pro-peptideo de extenséo de colageno
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tipo | N-terminal (PINP), a fosfatase alcalina dssea e a osteocalcina para avaliar a formagao
Ossea. J& para avaliar a reabsorcdo 0ssea, 0s mais usados sdo o telopeptideo C-terminal de
colageno tipo | (CTX), telopeptideo N-terminal I colageno (NTX) e o TRAP5b. O CTX, apesar
de variar durante o dia, € um bom marcador e reflete a acdo osteoclastica (LORENTZON et al.,
2019).

2.4.6 Paratormonio

O PTH, que é fundamental para a manutencdo da homeostase do célcio e do fosforo,
atua no 0sso através de inimeros mecanismos para exercer profunda influéncia em seu
metabolismo (SILVA; BILEZIKIAN, 2015). Um dos mecanismos que esse hormdnio consegue
controlar os niveis séricos de célcio é através de estimulo direto em seus receptores nos
ostedcitos e osteoblastos e, de maneira indireta, nos osteoclastos, através da sinaliza¢do imposta
pelas duas primeiras células, ja que esta Gltima ndo apresenta esses receptores (SILVA,
BILEZIKIAN, 2015; WEIN; KRONENBERG, 2018). Nesse cenario, assim como o PTH pode
induzir a reabsorcdo Ossea, ele também pode induzir a sua formacdo. O resultado final
dependeré da dose e da periodicidade do sinal. Logo, baixas doses em intervalos intermitentes
promovem anabolismo, enquanto a exposigdo continua promove efeitos catabdlicos, como é o
caso do hiperparatireoidismo primario. Estudos mostram que, mesmo em individuos
assintomaticos com hiperparatireoidismo primario, tanto o 0sso trabecular quanto o cortical séo
afetados (SILVERBERG et al., 2014).

2.4.7 Vitamina D

A vitamina D [25 (OH)D] tem acdo controversa no metabolismo 6sseo. Existem
inlmeras teorias que tentam justificar como ela atua, porém os estudos in vitro sdo divergentes
do in vivo. In vitro, ela estimula a formacao de osteoclastos e isso justificaria 0 aumento da
reabsorcdo Ossea. Entretanto, in vivo, quando € feita a suplementagdo dessa vitamina, ocorre
elevacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) (TAKAHASHI; UDAGAWA,; SUDA, 2014).

Todos os estudos in vivo apresentam teorias convergentes. Eles apontam supressao
final da atividade do RANKL. Alguns apontam que ha influéncia nos progenitores
osteoblasticos com supressdo da expressao dessa molécula (TAKAHASHI; UDAGAWA,;
SUDA, 2014). Outros destacam que a exposicao de longo prazo pode influenciar no controle

enddcrino do célcio, que suprime a expressdo do RANKL em osteoblastos (LIEBEN et al.,
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2012). Estudos adicionais, portanto, sdo necessarios para comprovar a real atividade da

vitamina D e como ela aumenta a DMO.

2.5 IMPACTO DA ANEMIA FALCIFORME NO METABOLISMO OSSEO

O impacto da AF na DMO é consequéncia de um compilado de alteracGes
metabdlicas. Essa perda dssea ocorre independente dos fatores de risco tipicos da populagéo,
como idade, sexo e menopausa, mas por hiperplasia compensatoria da medula, vaso-ocluséo,
deficiéncia de vitamina D, elevados niveis de citocinas inflamatorias que levam ao desequilibrio
RANK/RANKL/OPG, entre outros (GIORDANO et al., 2021) (Figura 5).
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Figura 5: Fatores que influenciam a reducdo da densidade mineral éssea na anemia falciforme. Adaptado de
Giordano et al (2021).

Alguns estudos relatam prevaléncia de até 72% de baixa DMO em adultos jovens
com AF (BALDANZI et al., 2011; GARADAH et al., 2015; MILLER et al., 2006). A reducdo
da massa Ossea costuma ser assintomética, todavia estd associada ao risco aumentado de
fraturas, ao colapso vertebral e a deformidade 6ssea. A consequéncia de todas essas alteracdes
¢ a intensa dor Ossea e necessidade de analgesia por longo tempo, suporte mecanico e
intervencgdes cirdrgicas (GARADAH et al., 2015; GIORDANO et al., 2021). Fenotipicamente,
as alteracBes observadas no osso de individuos com AF sdo semelhantes as do 0sso
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osteoporGtico. E por esse motivo que se convencionou em utilizar a densitometria dssea através
da absorcdo de raios-X de dupla energia (DEXA) como método para anélise da DMO em
individuos com AF (MILLER et al., 2006).

Além da falcizacdo dos eritrocitos dentro da microvasculatura, mecanismo basico
que leva ao fendbmeno da vaso-ocluséo, outros fatores contribuem para a semelhanca do 0sso
falciforme ao 0sso osteopordtico. A vaso-oclusdo, per si, leva a hipoxia local do tecido ésseo,
comprometendo o recrutamento de osteoblastos. Outrossim, leva a ativacéo do fator induzivel
por hipdxia, que induz a transcricdo de eritropoietina, a qual estimula a ativacao dos precursores
de osteoclastos e consequente osteoclastogénese, levando a perda 6ssea (HIRAM-BAB et al.,
2015). A anemia cronica e grave leva a hiperplasia compensatoria da medula com intencao de
intensificar a eritropoiese. 1sso resulta na diminuicdo da rede trabecular e posterior deterioracdo
0ssea, levando a reducdo da massa 6ssea (BALDANZI et al., 2011).

A vitamina D é vital para a regulacdo de varios processos fisiolégicos, como
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose, metabolismo do célcio e do turnover Gsseo
(HAN et al., 2018). Estudos apontaram alta prevaléncia de deficiéncia de vitamina D em
individuos com DF e que tal alteragdo esta associada ao hiperparatireoidismo secundéario, bem
como elevacdo dos marcadores de reabsorcao 6ssea e historia de fratura (ARLET et al., 2013;
MARTYRES et al., 2016; NOLAN et al., 2015).

Varias caracteristicas especificas dos individuos com AF corroboram e justificam
tal status sorolégico de vitamina D. Sdo individuos que tendem a ter pele escura e menor
exposicdo ao sol, impedindo a sintese de vitamina D a partir da exposicdo solar, pois possuem
menor absorcdo de radiacdo ultravioleta B (NOLAN et al., 2015; SAMSON et al., 2018). A
taxa metabolica basal dessa populacdo também ¢é elevada, refletindo maiores demandas
nutricionais para sustentar a constante producdo de eritrocitos e compensar a redugdo de sua
sobrevivéncia devido a hemolise (GOODMAN et al., 2010). Além disso, eles também tém
reducdo do apetite e diminuicdo da absor¢cdo de micronutrientes por conta de danos
inflamatorios a mucosa intestinal (SAMSON et al., 2018). Também ha elevada prevaléncia de
disfuncéo renal, que pode impedir a conversédo da vitamina D em sua forma ativa (NOLAN et
al., 2015).

A sobrecarga de ferro, decorrente dos regimes de hemotransfusao, pode contribuir
para a reducdo da massa 6ssea (GIORDANO et al., 2021). A deposicdo desse metal na medula
6ssea leva a um processo de inflamac&o cronica e ao desequilibrio da atividade dos osteoclastos
e osteoblastos, com intensa atividade do primeiro e reducdo da atividade do segundo, gerando
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anormalidades 6sseas. A hemossiderose, caracterizada pelo acimulo excessivo de ferro nos
tecidos, também interfere indiretamente no metabolismo ésseo. Isso acontece porque esta
acomete os 0rgaos sexuais, gerando hipogonadismo, com consequente reducdo dos esteroides
sexuais, 0s quais também atuam no controle da DMO (BALLAS et al., 2012). O estrogénio,
por exemplo, interage com o sistema RANK/RANKL/OPG e diminui a reabsor¢édo 6ssea (NOH;
YANG:; JUNG, 2020).

Os osteoclastos e as células imunoldgicas sdo muito semelhantes, pois possuem 0s
mesmos progenitores na medula Ossea, portanto compartilham receptores comuns para a
sinalizacdo intercelular. Osteoclastos e macréfagos tém a mesma origem e, por isso, algumas
citocinas, que sdo responsaveis por mediar reacdes imunoldgicas, sdo capazes de atuar nas
células responsaveis pela remodelacdo 6Gssea e acelerar esse processo (ZUPAN; JERAS;
MARC, 2013). Como o processo é regulado local e sistemicamente, percebeu-se que citocinas
inflamatorias, como a IL-1p, IL-6, IL-8, IL-11, IL-17 e TNF-a, as quais também estao elevadas
na AF, tém efeito significativo na remodelacdo dssea, conduzindo o sistema principalmente na
direcdo da reabsorcéo pelas suas agdes osteoclastogénicas (AL-DAGHRI etal., 2014; EPSLEY
etal., 2021; LORENTZON et al., 2019) (Figura 6).

O TNF-0, assim como a IL-1, sdo responsaveis por atrair mondcitos e por estimular
a atividade dos osteoclastos maduros. A IL-1, que por si so ja é capaz de induzir a formacéo de
osteoclastos, também induz a sintese de prostaglandina E2, potencializando esse mesmo papel
(EPSLEY et al., 2021). Tais citocinas atuam no sistema RANK/RANL/OPG das seguintes
formas: promovem a producdo de RANKL através dos precursores de osteoblastos e por
osteoblastos maduros; aumentam a expressdao de RANK em precursores de osteoclastos,
aumentando a sua sensibilidade ao RANK e interrompem a diferenciacdo de osteoblastos e
diminui os niveis de OPG producdo (EPSLEY et al., 2021). As outras interleucinas também
contribuem para codificar o receptor de calcitonina, B3 integrina, catepsina K e TRAP
(LORENTZON et al., 2019). Todas essas relacdes moleculares convergem para um contexto

de intensa reabsorcéo dssea (Figura 6).
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Figura 6: Relacdo dos marcadores inflamatorios com o metabolismo dsseo. Adaptado de: Wang; He, 2020.

Ao contrério dessas moléculas, existem outras que sdo capazes de contrabalancear
esse processo de intensa reabsorcdo 6ssea. IFN-B, IL-4, IL-10, IL-13, IL-18 e IL-33 sdo
chamadas de anti-osteoclastogénicas por terem papel comprovado de sua agdo contréria a
atividade dos osteoclastos. Elas atuam de maneira diferente, porém com o mesmo propésito:
ndo estimular as células responsaveis pela reabsorcdo. Sendo assim, estimulam a producao de
OPG, reduzem 0 RANKL, estimulam a apoptose dos osteoclastos, entre outros (LORENTZON
etal., 2019; YANG; YANG, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagdo entre marcadores inflamatdrios e alteracbes osteometabodlicas em

adultos com AF.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar os niveis séricos de marcadores inflamatorios em individuos com AF;

- Comparar os niveis de marcadores inflamatorios em individuos com AF aos dos
controles com e sem traco falciforme;

- Analisar o efeito do uso de hidroxiureia nos marcadores inflamatérios dos
pacientes com AF;

- Avaliar perfil clinico e laboratorial relacionado a indices hematimétricos, de
hemdlise, do metabolismo 6sseo e DMO de individuos com AF;

- Correlacionar caracteristicas clinicas, indices hematimétricos, marcadores de

hemolise, do metabolismo 6sseo e inflamatdrios com a DMO dos individuos com AF.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 DELINEAMENTO METODOLOGICO

Trata-se de um estudo transversal, analitico e controlado que envolveu pacientes com
AF acompanhados no servico de Hematologia do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Sergipe, centro universitario de referéncia regional em Aracaju, capital de Sergipe,

no nordeste do Brasil.

42 AMOSTRA

A amostra do estudo foi selecionada por amostragem intencional ndo probabilistica,
por conveniéncia, durante as consultas ambulatoriais de rotina. A populagdo do estudo foi
constituida por pacientes com AF (Grupo Hb-SS) com 19 anos ou mais, confirmada por
eletroforese de hemoglobina, em condicdo clinica estavel, ou seja, sem quadro algico ou
infeccioso nas quatro semanas antecedentes a coleta sanguinea.

Foram utilizados como critérios de excluséo:

e Gestante ou lactante;

e Hemotransfusdo no Gltimo més antecedente a coleta;

e Apresentar distdrbio prévio que curse com reducdo de massa Gssea, como
hipogonadismo, hiperparatireoidismo (na avaliagdo osteometabdlica)

e Ter patologia crdnica, como doencas renal e hepatica ou que curse com distdrbio
de mé absorcéo;

e Doenga autoimune ou de cunho inflamatério, como obesidade (IMC>30kg/m?);

e Uso de esteroides e/ou anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) nos ultimos
sete dias;

e Quadro infeccioso nos ultimos 30 dias.

Individuos saudaveis, académicos, médicos residentes e colaboradores do hospital
pareados para idade e género compuseram o grupo controle (Grupo Hb-AA) e foram
submetidos a eletroforese de hemoglobina para confirmar auséncia de qualquer
hemoglobinopatia ou traco falciforme, sendo alocados para um terceiro grupo aqueles em que

se verificou a presenca do gene S em heterozigose.
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O grupo de individuos com trago falciforme (Hb-AS) foi composto por pais de
criangas com AF acompanhadas no ambulatoério, e, em sua menor parte, aqueles que, para
compor o grupo controle, descobriu-se ter traco falciforme. Os pais recrutados ja haviam sido
previamente submetidos a eletroforese de hemoglobina, que confirmava a presenca da HbS em
heterozigose. Os critérios de exclusdo aplicados ao grupo Hb-SS também foram aplicados aos
demais grupos.

A coleta de dados ocorreu entre os meses de marco de 2019 a julho de 2021, com
pausa entre margo e novembro de 2020, em virtude da pandemia provocada pelo SARS-CoV-
2.

4.3 COLETA DE DADOS

Os participantes inicialmente foram avaliados através de instrumento de coleta
estruturado (APENDICES A e B), constando os seguintes dados: nome, idade, género,
patologias crénicas associadas, medicamentos em uso, incluindo, no caso dos pacientes, tempo
de uso e dose de hidroxiureia, além de historico de internacdo, de hemotransfusdo, fratura ou
osteonecrose prévias. Em seguida eles foram submetidos a coleta sanguinea para a dosagem de
biomarcadores, recordatorio alimentar de 24h, questionario para estimar o nivel de atividade
fisica (NAF). Os individuos dos grupos Hb-SS e Hb-AA submetidos a avaliacdo da DMO

através de densitometria 6ssea.

4.3.1 Avaliagdo antropométrica

Todos os pacientes foram inicialmente avaliados quanto aos dados antropométricos
(peso e estatura), aferidos através de balanca digital (Tanita BF-679®) e estadiémetro vertical
(Tonelli®), conforme técnica padronizada. Em seguida, foram calculados seus indices de massa

corpérea através da formula IMC = peso/(altura)?, expresso em kg/m? (APENDICE C).

4.3.2 Avaliagéo laboratorial

Foi realizada coleta de 15mL de sangue periférico apos 12h de jejum. A avaliacdo
dos indices hematimétricos e bioquimicos foi realizada no Laboratério Central do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe. Parte do soro centrifugado foi armazenado

em eppendorfs em temperatura inferior a -70°C até processamento das citocinas inflamatorias
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no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Hospital Universitario da mesma
instituicao.

O hemograma foi medido através de método automatizado. O calcio sérico e a
albumina foram verificados pelo método colorimétrico; o célcio ibnico através de eletrodo
seletivo; 0 magnésio através do clorofozano Ill; o fosforo e a LDH atraves do metodo cinético
ultravioleta otimizado; e a fosfatase alcalina pelo método cinético. Para fins de analise
laboratorial, os valores de referéncia utilizados em nosso laboratoério foram: calcio sérico de 8,5
a 10,5mg/dL; célcio ionizavel de 4,6 a 5,4mg/dL; magnésio de 1,7 a 2,5mg/dL; fosforo de 2,5
a 5,6mg/dL; albumina de 3,5 a 4,8g/dL; fosfatase alcalina de 65 a 300U/L.

A 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] e o PTH foram dosados através da
quimioluminescéncia. Foram considerados como desejaveis valores de 25(OH)D acima de 20
ng/mL para o grupo controle e acima de 30 ng/mL para o grupo de pacientes; valores acima de
100 ng/dL foram considerados como risco de toxicidade e hipercalemia®®. O
hiperparatireoidismo foi definido em nosso laboratério como uma concentracéo sérica de PTH
> 88 pg/mL. O marcador de reabsorcéo telopeptideo C-terminal do colageno (CTX) foi dosado
através de eletroguimioluminescéncia. Para fins de analise, foram considerados normais quando
o nivel sérico era inferior a 0,58 ng/mL em homens e inferior a 0,57 ng/mL em mulheres.

Os marcadores inflamatorios interleucinas 1B, 6, 8, 10 e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) foram quantificados por meio de técnica Luminex 200, usando os kits comerciais
Human custom ProcartaPlex 5-Plex de acordo com as instrugcfes e protocolo do fabricante e
expresso em pg/mL. A aquisicdo de dados com os niveis das moléculas foi feita através do
software MILLIPLEX® Analyst 5.1. A determinacgdo das concentracdes de TREM-1 soluvel
(STREM-1) foi realizada por um kit especifico de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DuoSet-
Human TREM-1, R&D Systems, Minneapolis, USA) conforme protocolo recomendado pelo
fabricante no Laboratorio de Biologia e Imunologia do Cancer e Leishmania da Universidade

Federal de Sergipe.

4.3.3 Avaliagdo densitométrica

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) foi realizada através da
densitometria 6ssea de coluna lombar (L1-L4), colo do fémur e fémur total direito, através da
absorciometria de raios-X de dupla energia (DEXA) pelo densitdmetro Hologic Horizon® no

Centro de Imagem do hospital em questdo. Em pacientes com historia de osteonecrose ou
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prétese, o quadril contralateral foi avaliado. No caso daqueles com alguma vértebra afetada por
alteracdo estrutural, foram avaliadas apenas trés delas. Os participantes que tiveram escores Z
< -2 desvios-padrao foram classificados como baixa DMO para idade, conforme deciséo oficial

de 2019 da Sociedade Internacional para Densitometria Clinica (ISCD)*.

4.3.4 Avaliagdo do nivel de atividade fisica

Para analise do NAF, foi utilizado o International Physical Activity Questionnaire
(IPAQ) — versdo curta (ANEXO A). Os individuos foram categorizados em grupos:
e Baixo NAF, aquele que realiza menos que 150 minutos de atividade fisica por semana.

e Ativo: aquele que realiza 150 minutos ou mais de atividade fisica por semana.

4.3.5 Avaliacao nutricional

A ingestdo diaria de célcio foi calculada através da analise de recordatério alimentar
de 24h aplicado por nutricionista (APENDICE D). A recomendacéo nutricional proposta para
ingestdo diaria desse mineral para individuos saudaveis, de 19 a 50 anos, € de 1000mg, tanto
para homens quanto para mulheres (IOM, 2011). Portanto, o valor minimo considerado
adequado foi este valor para ambos os grupos pelo fato de ndo existirem recomendagGes

especificas para pessoas com AF.

4.4 ANALISE DE DADOS

A anélise de normalidade dos dados relacionados aos marcadores inflamatorios foi
realizada por meio do teste D" Agostino-Pearson. Para comparagOes de variagdo entre 0s grupos,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para diferencas especificas
entre os grupos. GraphPad Prism 8.0 foi usado para avaliar os valores de citocinas. Para analise
da densidade mineral 6ssea e demais variaveis clinicas e laboratoriais, a comparacao entre 0s
grupos Hb-SS e Hb-AA foi feita pelo teste T para amostras independentes. A correlacdo entre
a DMO e demais variaveis foi averiguada a partir do coeficiente de correlagdo de Pearson. Foi
utilizado o software Jamovi for Windows, versdo 2.0.0 para essas analises. As diferencas foram
consideradas significativas se p < 0,05.

Para a verificacao das relacGes e influéncias das variaveis identificadas no modelo
e a DMO na coluna lombar, foi utilizada a regressdo linear maltipla, pelo método Stepwise,

para a verificacdo das varidveis que isoladamente, ou em conjuntos, explicam a DMO na coluna
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lombar. Foi utilizado o Software SPSS for Windows versdo 25.0 para esta analise, com nivel

de significancia de 5%.

45 ASPECTOSETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos da Universidade Federal de Sergipe (CEP HU/UFS), através do parecer namero
2.897.835, visando atender as recomendacdes da resolucdo numero 466/12 do Conselho
Nacional de Saude. Participaram do estudo os individuos que manifestaram sua anuéncia
através da apreciacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE E).
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5 RESULTADOS

Foram avaliados 55 pacientes do grupo Hb-SS, com média de idade de 26,5 (z 5,2)
anos, sendo 29 mulheres (52,7%). O grupo Hb-AS foi composto por 46 individuos com média
de idade de 33,1 (+ 6,9) anos, sendo 32 (69,6%) mulheres e o grupo Hb-AA foi composto por
60 individuos previamente higidos, com idade média de 28 (+4,9) anos, sendo 31 mulheres
(51,6%). Dos 55 pacientes, 32 (58,2%) utilizavam a hidroxiureia regularmente, conforme
prescricdo médica, 9 (16,4%) utilizavam de forma irregular, ou seja, de forma nao continua por
exemplo, e 14 (25,4%) n&o a utilizavam, pois ndo tinham indicacéo clinica para tal. Em relagdo
aos indices antropométricos, grupo Hb-SS apresentou peso, altura e IMC menores que 0s
grupos Hb-AS e Hb-AA (Tabela 1).

Tabela 1: Dados clinicos e demogréaficos de adultos com anemia falciforme, trago falciforme e controles

Grupo Hb-SS Grupo Hb-AS Grupo Hb-AA

Variavel N(%) Média(DP) N(%) Meédia(DP) N (%) Media (DP)
SeXOFeminino 29 (52,7) 32 (69,6) 30 (50,0)
Idade 26,5 (5,2)° 33,1 (6,9) 28 (4,9)°
Peso (Kg) 56,6 (8,2)*,° 66,3 (9,9) 68,9 (11,8)
Altura (cm) 164,4 (8,0)* 164,9 (8,0)* 169,0 (8,8)
IMC (kg/m?) 20,8 (2,5)%,° 24,4 (3,3) 239 (2,7)
Uso da hidroxiureia

Regular 32 (58,2)

Irregular 9 (16,4)

Sem indicagéo 14 (25,4)

IMC: indice de massa corporea; Hb: hemoglobina; DP: desvio-padrao; * Diferente do grupo Hb-AA,; ° Diferente do grupo Hb-AS

Foram observadas diferencas entre os trés grupos quanto a maioria dos marcadores
inflamatdrios, exceto para STREM-1. Os niveis de LDH (Figura 7A), IL-1p (Figura 7B), IL-6
(Figura 7C), IL-10 (Figura 7E) e TNF-a (Figura 7F) foram maiores no grupo Hb-SS do que no
outros. O grupo Hb-SS apresentou niveis de IL-8 mais baixos do que o grupo Hb-AS (Figura
7D). Comparando os grupos Hb-AA e Hb-AS, este ultimo apresentou niveis mais baixos de
LDH e IL-1pB (Figura 7A e 7B).
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Figura 7: Niveis séricos dos marcadores inflamatérios LDH (7A), IL-1p (7B), IL-6 (7C), IL-8 (7D), IL-10 (7E), TNF-a
(7F) e sSTREM-1 (7G) nos grupos Hb-SS (vermelho), Hb-AS (azul) e Hb-AA (cinza). Os pontos representam cada paciente
incluido na analise € as linhas representam a média mais o erro padrdo da média. As diferengas foram avaliadas usando o
pos-teste de Kruskal-Wallis e Dunn.

A fim de estimar quantitativamente a relacdo entre os niveis das citocinas pro-
inflamatorias e da moduladora e verificar um possivel perfil de supresséo, foram avaliadas as
razdes de citocinas e STREM-1 para IL-10 dos trés grupos. Observou-se manutengéo do padréo
anterior de citocinas IL-1p (Figura 8A), IL-6 (Figura 8B) e TNF-a (Figura 8C). Quanto a
relacdo I1L-8/1L-10, houve média menor no grupo Hb-SS do que nos demais e maior no grupo
Hb-AS do que no Hb-AA (Figura 8D). A relacdo sTREM-1/1L-10 foi menor no grupo Hb-SS
(Figura 8E).
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Figura 8. Niveis séricos das raz@es citocinas inflamatdrias/IL-10 IL-1B/IL-10 (2A), IL-6/IL-10 (2B), TNF-a /IL-10 (2C),
IL-8/ IL-10 (2D), sTREM-1/IL-10 (2E) nos grupos Hb-SS (vermelho), Hb-AS (azul) e Hb-AA (cinza). As barras e as

linhas superiores representam a média mais o erro padrdo da média. As diferencas foram testadas usando os testes de
Kruskal-Wallis e Dunn.

A partir da andlise dos trés grupos, foi verificada a influéncia da HU nos niveis dos
marcadores inflamatérios dentro do grupo Hb-SS de acordo com seu uso. Somente se observou
diferenca entre os grupos quanto a LDH, cujos niveis foram maiores no grupo com uso irregular
da HU (N=9) em comparacdo ao grupo que a utilizava regularmente (N=32). Ndo houve

diferenca do LDH entre os grupos com terapia regular e sem indicacdo de terapia com HU
(N=14) (Figura 9A).
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Figura 9: Niveis séricos dos marcadores inflamatdrios LDH (9A), IL-1B (9B), IL-6 (9C), IL-8 (9D), IL-10 (9E), TNF-
a (9F) no grupo Hb-SS de acordo com o uso de hidroxiureia. Os pontos representam cada paciente incluido na andlise.
As diferencas foram avaliadas usando o pos-teste de Kruskal-Wallis e Dunn.

A partir da evidéncia de que o grupo Hb-AS ndo possuia um perfil inflamatorio
intermediario entre os individuos Hb-SS e Hb-A, seguiu-se na verificacdo da prevaléncia de
baixa massa 0ssea dos adultos com AF e na influéncia dos marcadores inflamatorios nessa
densidade mineral dssea. Nesta etapa, foi excluido um individuo de cada grupo, por alteracao
laboratorial que indicava investigacdo para causa secundaria de massa éssea alterada,
totalizando 54 individuos Hb-SS e 59 Hb-AA. Todos os participantes apresentavam estagio
puberal compativel com fase adulta e ndo apresentavam hipogonadismo.

Quanto a avaliacdo nutricional, embora ndo se tenha verificado diferenca da
ingestdo de calcio entre 0s grupos, observou-se que ambos 0s grupos apresentavam uma
ingestdo de calcio diaria menor que a preconizada pela DRI. Na avaliagdo do NAF, ao
considerar o total em minutos de atividade fisica na semana, ndo se observou diferenca entre os

grupos e predominaram, em ambos, individuos ativos (61,12% do grupo Hb-SS e 74,58% do
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grupo Hb-AA), com maior proporc¢do de individuos com baixo NAF no grupo Hb-SS (Tabela
2). A média da idade da menarca das mulheres Hb-SS foi menor que as Hb-AA (p<0,001),

sendo as médias xdesvio padrao, respectivamente, 14,78 (£2,03) anos e 12,07 (+1,56) anos.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas de adultos com anemia falciforme e seus controles

Grupo Hb-SS Grupo Hb-AA
Variavel Média (DP) Média (DP) p
Idade 26,57 (5,21) 28,03 (4,99) 0,131
Ingestdo de calcio (mg) 600,02 (504,64) 496.44 (293,10) 0,182
NAF (min/semana) 629,57 (762,50) 580,90 (518,26) 0,690

* - p <0,05; NAF: nivel de atividade fisica

Na avaliacdo dos indices hematimétricos e marcadores de hemolise, observou-se

diferenca significativa em todos os indices entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3: indices hematimétricos e marcadores de hemélise de adultos com anemia falciforme e seus controles

., Grupo Hb-SS Grupo Hb-AA
Variavel — — p
Média (DP) Média (DP)
Hemoglobina (g/dL) 8,98 (1,44) 14,50 (1,56) <0,001*
Hematrécito (%) 26,27 (4,28) 43,90 (4,39) <0,001*
Reticulécitos (%) 11,57 (5,18) 1,39 (0,38) <0,001*
Leucécitos (mm3) 10406(4286) 6440 (1605) <0,001*
Plaquetas (/uL) 387235 (143520) 236652 (60700) <0,001*
Bilirrubina indireta (mg/dL) 2,62 (2,26) 0,55 (0,25) <0,001*
LDH (u/L) 894,04 (437,47) 295,45 (56,61) <0,001*
Ferritina (ng/mL) 610,63 (877,39) 121,02 (112,55) <0,001*

* - p <0,05; LDH: desidrogenase lactica

Quanto ao metabolismo 6sseo, os individuos Hb-SS apresentaram maiores niveis
de fosforo, fosfatase alcalina e CTX que os Hb-AA. Com relacdo ao nivel de 25(0OH)D, néo se
observou diferenca entre os grupos (Tabela 4). Dentro do grupo Hb-SS, 42,6% (23) tinham
insuficiéncia e 7,4% (4) deficiéncia de vitamina D, enquanto do grupo Hb-AA, 8,5 % (5)

apresentaram insuficiéncia de vitamina D.
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Tabela 4: Variaveis relacionadas ao metabolismo 6sseo de adultos com anemia falciforme e seus controles

Grupo Hb-SS Grupo Hb-AA

Variavel Média (DP) Média (DP) p
Célcio (mg/dL) 9,56 (0,53) 9,71 (0,47) 0,104
Célcio ibnico (mg/dL) 4,47 (0,87) 4,79 (0,22) 0,007*
Fésforo (mg/dL) 4,20 (0,67) 3,82 (0,48) <0,001*
Magnésio (mg/dL) 2,25 (0,16) 2,25 (0,14) 0,942
Albumina (g/L) 4,37 (0,56) 4,40 (0,21) 0,658
Fosfatase alcalina (u/L) 268,47 (184,90) 183,83 (45,17) <0,001*
Paratorménio (pg/mL) 40,27 (22,43) 43,11 (19,18) 0,472
CTX (ng/mL) 0,60 (0,35) 0,47 (0,22) 0,021*
25(0OH)D (ng/mL) 31,46 (9,66) 29,09 (7,89) 0,156

* - p <0,05; CTX: telopeptideo C-terminal de colageno tipo I; 25(OH)D: vitamina D

Ao comparar a DMO entre os dois grupos, evidenciou-se menor média da DMO
em coluna lombar no grupo Hb-SS, sem diferenca nos demais sitios (TABELA 5). Na analise
da massa Ossea, verificou-se maior prevaléncia de baixa massa Ossea para a idade nos
individuos Hb-SS, 57,41% (31/54) em relagdo aos Hb-AA, 21,05% (12/57).

Tabela 5: Densidade mineral éssea de adultos com anemia falciforme e seus controles

Grupo Hb-SS Grupo Hb-AA
DMO (g/cm?) Média (DP) Média (DP) p
Coluna lombar 0,904 (0,22) 1,010 (0,12) 0,002*
Colo do fémur 0,809 (0,17) 0,838 (0,12) 0,299
Fémur total 0,894 (0,17) 0,925 (0,11) 0,280

* - p <0,05; DMO: densidade mineral dssea

Avaliando-se a DMO em relacdo ao sexo, identificou-se que as mulheres Hb-SS

tinham menor DMO que as mulheres Hb-AA somente na coluna lombar (Tabela 6).

Tabela 6: Densidade mineral 6ssea de adultos com anemia falciforme comparados a seus controles saudaveis em
relagdo ao sexo

Grupo Hb-SS Grupo Hb-AA
Sexo DMO (g/cm?) Média (DP) Média (DP) p
Coluna lombar (g/cm?) 0,900 (0,21) 0,996 (0,13) 0,051
Masculino Colo do fémur (g/cm?) 0,869 (0,19) 0,874 (0,13) 0,912
Fémur total (g/cm?) 0,929 (0,19) 0,959 (0,12) 0,489
Feminino Coluna lombar (g/cm?) 0,907 (0,23) 1,023 (0,02) 0,017*
Colo do fémur (g/cm2) 0,758 (0,13) 0,803 (0,11) 0,148
Fémur total (g/cm2) 0,865 (0,15) 0,91 (0,10) 0,438

* - p < 0,05; DMO: densidade mineral 6ssea
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N&o se observou diferenca quanto a DMO na coluna lombar (DMOCL) dentro do
grupo Hb-SS de acordo com uso da HU. N&o se observou correlacdo entre DMOCL e variéveis
clinicas no grupo Hb-SS. Observou-se correlagdo positiva com hemoglobina (Figura 10A) e

hematdcrito (Figura 10B) e negativa com contagem de leucdcitos (Figura 10C) e fosforo sérico

(Figura 10D).
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FIGURA 10: Correlagdo dos indices hematimétricos e do metabolismo dsseo com a densidade mineral
6ssea na coluna lombar (DMOCL) de adultos Hb-SS. Anélises de correlacdo de Pearson entre DMOCL
versus A) hemoglobina, B) hematdcrito), C) leucécitos e D) fosforo sérico.

* r- coeficiente de correlacdo de Pearson; *p < 0,05.

Ao se avaliar a relacdo dos marcadores inflamatérios com a DMOCL dentro do

grupo Hb-SS, néo se observou correlacgdo entre eles (Tabela 7).
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Tabela 7: Correlacdo de marcadores inflamatorios com a densidade mineral 6ssea da coluna lombar de adultos
com anemia falciforme

Grupo Hb-SS
Coluna lombar (g/cm?)

Marcador Inflamatério r** p

LDH (u/L) -0,204 0,139
IL-1B (pg/mL) 0,007 0,962
IL-6 (pg/mL) -0,117 0,401
IL-8 (pg/mL) 0,121 0,382
TNF-a (pg/mL) 0,019 0,890
IL-10 (pg/mL) -0,111 0,423
STREM-1 (pg/mL) -0,100 0,473

* - p <0,05; **r - coeficiente de correlagdo de Pearson; LDH: desidrogenase lactica; IL: interleucina; TNF-a.: fator
de necrose tumoral alfa; STREM-1: forma solGvel do TREM-1

Ao se verificar, através de regressdo linear multipla, pelo método Stepwise, a
relacdo e influéncia das varidveis relacionadas as caracteristicas clinicas, hematimétricas,
relacionadas a hemolise, ao metabolismo 6sseo e a inflamacéo, identificadas no modelo, com a
DMOCL dos individuos Hb-SS, observou-se que somente 0 hematdcrito e os reticuldcitos
apresentaram relacéo direta com a DMO (Tabela 8).

Tabela 8: Regressdo linear multipla de variaveis clinicas e laboratoriais com a densidade mineral 6ssea da coluna
lombar de adultos com anemia falciforme

Coeficiente
padronizado

Grupo Modelo B t p
Hb-SS 1 (Constante) 1,316 0,195
Hematdcrito 0,401 2,805 0,008*
2 (Constante) 2,089 0,043
Hematocrito 0,372 2,697 0,010*
Reticulécitos -0,292 -2,113 0,041*

B: coeficiente padronizado; t: Teste t; *p<0.05

No modelo de analise por grupos conceituais, ou seja, variareis clinicas,
relacionadas aos indices hematimétricos, marcadores de hemdlise, varidveis relacionadas ao
metabolismo 6sseo e marcadores inflamatdrios, identificou-se somente relacdo direta do
hematdcrito (Tabela 9) e negativa do fosforo (Tabela 10) com a DMOCL.
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Tabela 9: Regressao linear multipla de indices hematimétricos e marcadores de hemélise com a densidade mineral
6ssea da coluna lombar de adultos com anemia falciforme

Coeficiente
padronizado

Grupo Modelo B t p
Hb-SS 1 (Constante) 1,694 0,097
Hematocrito 0,384 2,851 0,006*

B: coeficiente padronizado; t: Teste t; *p<0.05

Tabela 10: Regressdo linear maltipla de varidveis relacionados ao metabolismo dsseo com a densidade mineral
6ssea da coluna lombar de adultos com anemia falciforme

Coeficiente
padronizado

Grupo Modelo B t p
Hb-SS 1 (Constante) 6,903 <,001
Fdésforo sérico -0,299 -2,169 0,035*

B: coeficiente padronizado; t: Teste t; *p<0.05
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6 DISCUSSAO

Esse estudo teve como propésito investigar a relacdo entre marcadores
inflamatorios e alteracdes osteometabdlicas em adultos com AF. Sabe-se que a expectativa de
vida na AF aumentou nas Ultimas décadas e que a inflamacéo faz parte da sua fisiopatologia,
assim como esta envolvida no processo de remodelacdo dssea, porém, nao foi identificado
estudo prévio que avaliou a relacdo entre marcadores inflamatorios e DMO em adultos com
AF.

Inicialmente foram avaliados niveis de biomarcadores inflamatérios em grupos de
adultos Hb-SS e controles tanto Hb-AS quanto Hb-AA, comparacao néo realizada previamente
na literatura. Embora se saiba que diversos biomarcadores inflamatérios estdo envolvidos na
fisiopatologia da AF, seus niveis em individuos com traco falciforme, os quais s&o candidatos
a doadores de medula dssea de parentes com AF, € algo que ainda ndo foi elucidado.

No presente estudo, o grupo Hb-SS apresentou indices antropomeétricos menores
que os demais. Coorte prévia do nosso grupo de pesquisa evidenciou que, apesar de os pacientes
com AF apresentarem comprometimento do desenvolvimento puberal e do crescimento em
comparacao a controles saudaveis, alcancam, ainda que tardiamente, uma estatura compativel
com a deles na idade adulta, o que ndo aconteceu com o peso e IMC (GOMES et al., 2017).

A avaliacdo dos marcadores inflamatdrios nos grupos estudados mostrou que 0s
individuos Hb-SS tinham niveis mais elevados de LHD, um marcador de hemélise, o que reflete
a fisiopatologia da doenca. Os individuos Hb-AS tiveram os menores niveis de LDH dentre
todos, 0 que corrobora a sua condicdo assintomatica, além de afastar a ocorréncia de dano
tecidual a ela vinculado.

O grupo Hb-SS também apresentou niveis mais elevados das citocinas pro-
inflamatorias IL-1 B, IL-6 e TNF-a e do anti-inflamatério IL-10 do que o grupo Hb-AA, o que
¢ apontado na literatura. Assim como no presente estudo, Qari e colaboradores (2012)
observaram que a IL-1B seguia o mesmo padrdo do TNF-o, com niveis mais elevados em
individuos Hb-SS do que em Hb-AA, bem como em individuos Hb-SS estaveis em relacéo
aqueles em crise. A evidéncia de citocinas pro-inflamatorias mais elevadas em individuos Hb-
SS estaveis do que naqueles em crise (AWOJOODU et al., 2014; PITANGA et al., 2016)
corrobora tanto os resultados do presente estudo, que envolveu individuos Hb-SS em quadro
clinico estavel, quanto o fato de a AF ser uma patologia marcada por um perfil de moléculas
inflamatdrias, independentemente das condigdes clinicas do individuo. O resultado atual
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também é apoiado por evidéncias do papel das células falciformes na manutencéo do estado
inflamatorio na AF (PITANGA et al., 2016), através da producdo de microparticulas durante a
reticulocitose, que podem induzir a producdo de TNF-a, IL-1B e IL-6 (AWOJOODU et al.,
2014). O comportamento da IL-1p no grupo Hb-AS foi semelhante ao da LDH, sendo o menor
entre os trés grupos. Estudos anteriores ndo observaram diferengas nos niveis de IL-1p entre
individuos Hb-AS e Hb-AA (DIAW M et al., 2015; SKINNER et al., 2018).

O comportamento da IL-6, cujos niveis foram mais elevados no grupo Hb-SS, foi
semelhante ao da IL-1p. Estudos anteriores com adultos Hb-SS ja haviam mostrado niveis mais
elevados de IL-6 nessa populacdo (ALAGBE et al., 2018; ANN LIEBERT et al., 1995;
BANDEIRA et al., 2014; PIERROT-GALLO et al., 2015). IL-6 est4 fortemente presente em
individuos Hb-SS em crise vaso-oclusiva (KEIKHAEI et al., 2013; PATHARE et al., 2004;
QARI; DIER; MOUSA, 2012). Também € considerada uma miocina anti-inflamatéria por sua
capacidade de inibir o TNF-a e regular positivamente a citocina anti-inflamatéria IL-10 (XING
et al., 1998), o que explica seus altos niveis nesses individuos em condicédo estavel. Ndo houve
diferenca entre os niveis de IL-6 entre os grupos Hb-AS e Hb-AA, achado apoiado pela
literatura (SKINNER et al., 2018; TRIPETTE et al., 2010).

Esse estudo detectou niveis mais elevados de TNF-a em individuos Hb-SS do que
nos outros. A literatura destaca consistentemente os niveis circulantes de TNF-a neste grupo
(KEIKHAEI et al., 2013; LANARO et al., 2009; QARI; DIER; MOUSA, 2012). Estudos
avaliaram biomarcadores inflamatdrios nessa populagdo, tanto em estado estacionario quanto
em crise, e em controles saudaveis, e observaram niveis mais elevados de TNF-a em individuos
Hb-SS em comparacdo com Hb-AA, assim como em individuos Hb-SS em estado estavel em
relacdo aos em crise, 0 que corrobora os achados atuais e a presenca de inflamacao crénica na
AF (QARI; DIER; MOUSA, 2012; SILVA-JUNIOR AL et al., 2021). O TNF-a apresentou
comportamento semelhante a IL-6 no grupo Hb-AS, sendo menor que no grupo Hb-SS e
comparavel ao grupo Hb-AA, conforme demonstrado por estudos anteriores (AUFRADET et
al., 2010; SKINNER et al., 2018). Os niveis mais baixos das citocinas pré-inflamatorias IL-1,
IL-6 e TNF-a em individuos Hb-AS quando comparados aos individuos Hb-SS (QARI; DIER;
MOUSA, 2012; SILVA-JUNIOR AL et al., 2021), aliados & semelhanca de seus niveis com 0s
de individuos Hb-AA (QARI; DIER; MOUSA, 2012; SILVA-JUNIOR AL et al., 2021)
indicam a auséncia de um perfil inflamatorio intermediario em individuos com traco falciforme.

A IL-8 foi a Unica que ndo apresentou diferenca entre individuos Hb-SS e Hb-AA,
0 que difere de achados anteriores (ABDUL-HUSSEIN; AL-MAMMORI; HASSAN, 2021,
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ALAGBE et al., 2018; QARI; DIER; MOUSA, 2012). Estudo com individuos saudaveis
mostrou, in vitro, inibi¢do da producdo de IL-8, induzida pelo heme em culturas pré-estimuladas
com IL-27 e IL-37, citocinas anti-inflamatorias (ALAGBE et al., 2018). Embora IL-17 e IL-
37 ndo tenham sido dosadas nesse estudo, seu papel na AF e sua possivel influéncia na producéo
de IL-8 poderia ser uma provavel explicacdo para encontrar seus niveis reduzidos na amostra
estudada. A semelhanca dos niveis de IL-8 entre os grupos Hb-AS e Hb-AA condiz com
achados da literatura (AUFRADET et al., 2010; SKINNER et al., 2018).

Quanto aos niveis de STREM-1, ndo houve diferenca entre os grupos. O TREM-1
¢ uma molécula ligada a resposta inflamatoria (ARTS et al., 2013) e apresenta niveis mais
elevados em infec¢fes ou patologias inflamatérias ndo infecciosas (BOMFIM et al., 2017,
2022; DA SILVA-NETO et al., 2021; GOMEZ-PINA et al., 2007; OKU et al., 2013). Estudo
prévio de patente que evidenciou STREM-1 elevado em modelo animal com crise vaso-oclusiva
(THARAUX et al., 2021) corrobora os achados do presente estudo. O achado de niveis
semelhantes desse marcador entre os grupos avaliados pode ser devido ao fato de os pacientes
estarem em estado estacionario, fora de um estado de doenca aguda.

Os niveis de 1L-10 foram maiores no grupo Hb-SS em rela¢do aos demais, assim como
ja evidenciado previamente, tanto em individuos em crise (QARI; DIER; MOUSA, 2012)
quanto em condicdo estavel comparados a controles (MUSA et al., 2010; QARI; DIER;
MOUSA, 2012). Embora o padrdo de citocinas anti-inflamatorias na AF na literatura seja
divergente (LANARO et al., 2009; SARRAY et al., 2015), o achado atual em relacdo a IL-10
pode ser devido ao fato dessa interleucina ter papel anti-inflamatério e seu aumento pode sugerir
um mecanismo compensatdrio na tentativa de regular negativamente a resposta inflamatéria
cronica em que vive o individuo com AF. Niveis de IL-10 nos individuos Hb-AS menores do
que nos Hb-SS juntamente com niveis semelhantes no grupo Hb-AA corroboram a ideia de que
os individuos com traco falciforme ndo apresentam um estado inflamatério crénico.

Com base nesses resultados, foi realizada uma analise da relacdo entre citocinas
inflamatorias e I1L-10 para estimar um perfil de supressdo. Observou-se que, nos individuos Hb-
SS em condicgdo estavel, as proporcdes de IL-1pB, IL-6 e TNF-a seguiram o mesmo padrao dos
niveis dessas citocinas nos grupos, apresentando menor influéncia de IL-10 nessas citocinas,
enquanto as razdes de IL-8 e STREM-1, que estdo relacionadas, respectivamente, ao
recrutamento e ativacdo de neutrdfilos, mostraram um perfil mais suprimido por IL-10. Assim,

poderiamos hipotetizar que em individuos com Hb-SS em estado estacionario o papel dos
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neutréfilos no processo inflamatorio cronico seja menos intenso e que esse estado inflamatério
seja mediado principalmente por IL-1 3, IL-6 e TNF-a.

Ao se comparar 0s niveis de marcadores inflamatorios dentre os individuos Hb-SS
de acordo com uso da HU, houve diferenca apenas em relacdo ao LDH, cujos niveis foram
maiores no grupo Hb-SS com uso irregular de HU do que no grupo que a utilizava regularmente.
Estudo anterior com individuos Hb-SS mostrou niveis mais baixos de LDH naqueles que
estavam em terapia com HU em comparagdo com aqueles que néo estavam (MODESTE et al.,
2018). A HU induz a sintese de HbF e aumenta o volume das hemacias, reduzindo assim a
probabilidade de polimerizacdo da HbS (CARDEN; LITTLE, 2019), o que, consequentemente,
reduz a hemolise e niveis de LDH. Embora a terapia com HU relaciona-se a reducdo da
inflamac&o, h& alguns estudos que divergem quanto ao seu uso influenciar ou ndo os niveis de
alguns marcadores inflamatorios (CONNES et al., 2021; GUARDA et al., 2019; LANARO et
al., 2009; ZAHRAN et al., 2020). Os dados conflitantes na literatura podem se dever a fatores
como dose de HU, tempo de uso e diferentes métodos com sensibilidade variada de detec¢do
dos mediadores inflamatorios. A indicacdo da terapia com HU segue alguns critérios clinicos e
laboratoriais que configuram maior gravidade, e 0 achado de niveis comparaveis de marcadores,
incluindo LDH, entre o grupo em uso regular e o grupo sem indicacdo de HU mostra seu
beneficio no tratamento da AF. O fato de as diferencas terem sido detectadas apenas em relacéo
ao LDH entre os grupos de uso regular e irregular de HU e ndo nos demais marcadores pode
ser devido ao fato de o LDH ser um marcador de hemolise e ao tamanho da amostra dos
subgrupos.

Apols se evidenciar que o grupo Hb-AS ndo possuia um perfil inflamatério
intermediario entre os individuos Hb-SS e Hb-AA, seguiu-se a avaliacdo da DMO dos adultos
Hb-SS e a influéncia de variaveis nesse desfecho. Apesar de a AF ser uma patologia que se
caracteriza por processo inflamatorio crénico e na qual se evidencia reducdo de massa 0ssea,
ndo ha na literatura estudos que avaliaram a relacdo entre marcadores inflamatorios e DMO
nessa populacdo. O presente estudo &, portanto, pioneiro nessa investigacao.

A ingestdo didria de célcio foi semelhante entre os grupos, ambos abaixo da DRI.
Sugere-se que o estado nutricional inadequado de individuos com AF pode ser atribuido a perda
de apetite devido as manifestacBes clinicas da doenca (PELLS et al., 2005) e limitacdes
socioecondmicas (DA SILVA DE JESUS et al., 2018), o que também pode afetar sua

antropometria e saude 0ssea.
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Apesar de ndo se ter observado diferenca entre os grupos quanto ao NAF, houve maior
frequéncia de NAF baixo no grupo Hb-SS. A mensuragdo do nivel de atividade fisica nessa
populacdo, especialmente em adultos, € ainda pouco explorada. Estudo mostrou menor NAF
moderado e vigoroso em criancas com AF em comparacdo a controles, assim como menor
equivalente metabolico e gasto energético total (NIVALDO MELO et al., 2018) . Acredita-se
que isso se deva a indisposicdo, fadiga, complicacdes ortopédicas (SEGAVA et al., 2013),

condicBes que muitas vezes acometem também adultos com AF.

A diferenca entre nos indices hematimétricos e marcadores de hemolise dos grupos
reflete a fisiopatologia da doenga. Menores niveis de Hb, hematdcrito e maiores de reticuldcitos,
LDH e bilirrubina indireta devem-se a hemolise que ocorre na AF (CARDEN; FASANO;
MEIER, 2019; MEINDERTS et al., 2019; MIKOBI et al., 2015; WONGTONG et al., 2015;
ZHANG et al., 2016). A leucocitose decorre do préprio processo inflamatdrio. A diferenca
quanto aos niveis de ferritina deve-se as transfusGes que costumam ser comuns na terapia da
AF. Seu nivel se correlaciona com o nimero de transfusdes e o teor de ferro hepatico (FELD et
al., 2015).

O presente estudo evidenciou menor nivel de calcio ibnico e maiores niveis de
fosforo sérico, fosfatase alcalina e CTX nos individuos com AF. Achados relacionados ao
fésforo sérico e fosfatase alcalina também ja haviam sido descritos na AF anteriormente
(ELSHAL et al., 2012; NOURAIE et al., 2011). Niveis mais elevados de fésforo sérico nesses
individuos devem-se a um aumento na reabsorcao tubular renal de fosforo. Niveis semelhantes
de célcio sérico e 25 (OH) D entre os grupos reafirmam achados anteriores (ADAMS-GRAVES
et al., 2014). Niveis mais elevados de fosfatase alcalina e CTX, marcadores de formacao e
reabsorcdo 0Ossea, respectivamente, no grupo Hb-SS podem relacionar-se ao maior turnover
6sseo desses individuos (FUNG et al., 2008). Embora o nivel de Ca sérico ndo diferiu entre 0s
grupos, o Ca idnico, a forma livre e biologicamente ativa do célcio que reflete 50% do célcio
extracelular, foi menor no grupo Hb-SS. Esse achado pode sinalizar uma possivel correlacdo
entre essa fracdo de célcio e a massa 6ssea nessa populacao.

Apesar dos niveis semelhantes de 25(OH)D entre 0s grupos, houve maior propor¢ao
de insuficiéncia e deficiéncia de vitamina D em adultos Hb-SS, condicdes destacadas na
literatura (ARLET et al., 2013; NOLAN et al., 2015). Aponta-se esses individuos tendem a ter
mais fatores de risco para deficiéncia de vitamina D, como cor de pele mais escura, exposi¢do

solar limitada e disfuncéo renal (HAN et al., 2018) e essa condicdo pode estar relacionada a
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diminuicdo da DMO e aumento do risco de fratura (ARLET et al., 2013; SADAT-ALI et al.,
2011).

O estudo mostrou frequéncia de baixa massa 6ssea em adultos com AF de 53,19%.
Estudos anteriores avaliaram a DMO de individuos com DF e AF e mostraram proporcao entre
58% e 86,6% (GARADAH et al., 2015; MILLER et al., 2006; SARRAI et al., 2007). Tais
estudos, além de envolverem outras hemoglobinopatias além da AF, avaliaram a DMO com
base no T-score e, consequentemente, 0s termos osteopenia e osteoporose foram usados na
presenca de baixa massa 6ssea, dependendo do seu grau. O diagnéstico de osteoporose é dado
para mulheres na po6s-menopausa ou homens com 50 anos ou mais que apresentam pelo menos
2,5 desvios-padrao abaixo do pico de massa dssea (escore T < -2,5). Quando esse individuo
apresenta escore T menor ou igual que -1 (< -1) e maior que -2,5 (> -2,5), ele se enquadra no
diagnostico de osteopenia, preferivelmente denominado baixa massa éssea (NOH; YANG;
JUNG, 2020). Para mulheres que estejam no periodo antes da menopausa e homens com menos
de 50 anos, a ISCD recomenda utilizar o escore Z. Esse parametro é semelhante ao escore T,
porém em vez de comparar a DMO do paciente com a média de adultos jovens do mesmo sexo
e etnia, ela é comparada com a média esperada para os pares da mesma faixa etaria, mesmo
sexo, e etnia. Neste caso, um escore Z menor ou igual que -2 (<-2) é classificado como DMO
abaixo da faixa esperada para a idade e maior que -2 (> -2), como dentro da faixa esperada para
a idade (ISCD, 2019). O presente estudo adotou as recomendacdes da ISCD, portanto, 0 Z-
escore foi o parametro utilizado para classificar a massa 6ssea em normal ou baixa para a idade,
visto que a amostra foi composta por adultos jovens. A utilizacéo de score diferente na avaliacao
da massa 0ssea, associado a inclusdo de outras hemoglobinopatias em estudos prévios, pode
justificar as varia¢Ges de frequéncia entre o estudo atual e a literatura.

Houve diferenga entre as medias de DMO dos grupos apenas na coluna lombar,
sitio esquelético com maior proporcdo de baixa massa 6ssea no grupo Hb-SS, achado apontado
na literatura (GHALEB et al., 2019; MILLER et al., 2006; SARRAI et al., 2007). O
acometimento da DMOCL pode ser explicado pelo fato de a anemia cronica sobrecarregar a
medula 6ssea, com aumento da eritropoiese, levando a sua hiperplasia, destruicdo e reducao da
rede dssea trabecular (SARRAI et al., 2007) . Na comparacao das DMOs entre 0s grupos, ao se
levar em consideracdo o sexo, as mulheres Hb-SS apresentarem menor DMOCL que as do
grupo Hb-AA em coluna lombar, o que pode ser dever ao atraso puberal que apresentaram, com

menor pico de massa 0ssea, hipotese corroborada por estudo prévio (CHAPELON et al., 2009).
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A correlagdo positiva da hemoglobina e do hematocrito com a DMOCL sustenta
achados prévios (KHARROUBI et al., 2020) e corrobora a teoria de que quanto mais intensa a
anemia, mais hiperplasia medular e menor rede 6ssea. A correlacdo negativa da DMOCL com
os leucdcitos também corrobora a ideia de que, quanto maior a atividade da AF, menor a massa
Ossea. A correlacao negativa do fosforo e a auséncia de correlagao do célcio sérico e CTX com
a DMOCL assemelham-se a estudo prévio (ELSHAL et al., 2012).

Nesse estudo ndo se observou correlacdo entre a DMO de adultos Hb-SS e
marcadores inflamatorios, embora a literatura aponte o papel dos marcadores inflamatorios,
elevados no grupo Hb-SS estudado, na remodelacdo 6ssea, com a acao osteoclastogénica das
citocinas pré-inflamatdrias IL-1, IL-6 e TNFa e anti-osteoclastogénica da IL-10, citocina anti-
inflamatdria (MCLEAN, 2009). Estudo mostrou que marcadores de remodelacéo 0ssea estdo
elevados na DF, como a fosfatase acida tartarato-resistente, enzima produzida especificamente
pelos osteoclastos, cujos niveis associaram-se as concentracdes de IL-6 (NOURAIE et al.,
2011). Tal achado sinalizou um possivel papel da IL-6 no processo de reabsorgdo dssea, através
da inducéo do RANKL (STEEVE et al., 2004).

A relacdo entre hematdcrito e reticuldcitos e DMOCL no grupo Hb-SS encontrada
na analise de regressao linear multipla reforca a influéncia direta da anemia hemolitica em sua
massa Ossea, devido a hiperplasia medular, decorrente do aumento da eritropoiese, com
consequente reducdo da rede 6ssea. O achado da influéncia negativa do fésforo na DMO pode
remeter ao hipercatabolismo presente na AF, sugerindo, também, a ideia de que a reducéo da
DMO esteja ligada a maior a atividade da doenca.

Como a amostra avaliada faz parte de um grupo de pacientes acompanhados em
servico de referéncia em hematologia no Estado de Sergipe, o fato de esses pacientes serem
bem assistidos, de a maioria que tem indicacdo da terapéutica com HU fazer uso regular da
medicacdo, pode ter sido algo que influenciou resultados encontrados nesses adultos em periodo
estacionario da AF.

Esse estudo contou com algumas limitagcdes. Foi um estudo unicéntrico, que
envolveu uma amostra de conveniéncia de pacientes, que na maior parte residem em outros
municipios e apresentam com dificuldades socioeconbémicas, que muitas vezes 0S
impossibilitavam de comparecer as consultas ambulatoriais de rotina; houve falta de insumos
para dosagens de exames, principalmente hormonais, 0 que gerou uma demanda de
processamento do material coletado para laboratério terceirizado; as dificuldades da coleta,

desde espaco fisico até liberacdo para funcionério para coleta e liberacdo para cadastramento e
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coleta de exames que se relacionavam a pesquisa num fluxo direcionado e, por fim, a pandemia
do SARS-CoV-2.a qual gerou suspensdo da coleta de dados por um longo periodo de nove

meses.
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7  CONCLUSAO

A evidéncia ndo confirmada, na amostra estudada, de um perfil inflamatério
intermediario do grupo Hb-AS em relagdo aos demais aponta para a inexisténcia de condigdo
inflamatoria cronica nestes individuos. Tal fato configura um ponto positivo quanto a
terapéutica da AF, pois, o transplante de medula déssea é considerado o Unico método de
tratamento capaz de curar a AF e o individuo Hb-AS é candidato a doador.

O achado de niveis semelhantes de marcadores inflamatérios entre os individuos
Hb-SS que ndo tinham indicacdo de utilizar HU e aqueles que a utilizavam de forma regular
apoia a importancia da terapia com HU para melhor controle da AF.

Embora a baixa massa 6ssea tenha fisiopatologia multifatorial e a inflamacéo esteja
envolvida na fisiopatologia da AF, ndo houve evidéncia de relagdo entre marcadores
inflamatérios e DMOCL, o que ndo corrobora a hipdtese de que a inflamacdo € fator
determinante para a DMO nessa populacdo. Além disso, os achados mostram a influéncia do
hematocrito e dos reticulocitos na DMOCL, sitio mais acometido, de adultos com AF e
reforcam a ideia de que o acometimento ésseo, com redugdo da massa 6ssea nessa populacao,
deve-se & propria anemia hemolitica que caracteriza a doenca. Tais achados reforcam a
necessidade de atencdo a saude 0ssea no acompanhamento desses individuos, bem como a
reducdo de fatores que possam afetar sua DMO, devido ao risco aumentado de fraturas, colapso
vertebral e deformidade 6ssea.
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APENDICE A - QUESTIONARIO GERAL DO GRUPO DE PACIENTES

Data da observacao:

Nome:

NP registro: Data de nascimento: Idade:
Género: () Feminino ( ) Masculino Raga: Telefone:
Endereco:

Escolaridade:

Surgimento dos caracteres sexuais secundarios:
Idade: Sequéncia:

Possui alguma patologia cronica (Diabetes, obesidade, hipertensao, dislipidemia p ex)?
( ) Sim ( ) Né&o Se sim, qual (quais)?

Possui alguma doenca autoimune (Tireoidite de Hashimoto, doenca de Graves, lupus, artrite
reumatoide, esclerose multipla, Sindrome de Sjogren, doenca de Crohn, doenca celiaca, lupus,
DM1, psoriase, vitiligo, rosacea, purpura trombocitopénica idiopatica-(PTI), hepatite
autoimune, Sindrome de Guillain-Barré, granulomatose de Wegener, vasculites, miastenia
gravis, doenca celiaca — enteropatia por glaten, esclerodermia, doenca de Behget, anemia
hemolitica autoimune, cirrose biliar primaria, espondilite anquilosante, doenca de Addison,
sindrome antifosfolipidica autoimune, dermatite herpetiforme, febre familiar do Mediterraneo,
glomerulonefrite por IGA, glomerulonefrite membranosa, sindrome de Goodpasture, sindrome
miasténica de Lambert-Eaton, oftalmia simpatica, penfigdide bolhoso poliendocrinopatias,
pUrpura autoimune, doenca de Reiter, tireoidite autoimune, retocolite ulcerativa, sindrome de
Churg-Strauss, sarcoidose, Sindrome de Vog-Koyanagi-Harada, alopecia areata, p ex.)?

( ) Sim ( ) Né&o Se sim, qual (quais)?

Ultima internagéo:
Ultima hemotransfuséo:

Historia de fratura prévia: ( ) Sim () Nao Se sim, qual sitio e idade?
Histdria de osteonecrose prévia? ( ) Sim ( ) Néo

Uso de hidroxiureia 500mg: ( ) Sim () N&o

Tempo de uso:
Dose:

Medicamentos em uso (se mulher, lembrar de registrar e identificar anticoncepcional):

Para o0 sexo feminino:

Idade da menarca:

Data da ultima menstruacéo: / /
Gestacéo e paridade: G P A
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APENDICE B - QUESTIONARIO GERAL DO GRUPO CONTROLE

Data da observacao:

Nome:

NC registro: Data de nascimento: Idade:
Género: () Feminino ( ) Masculino Raca: Telefone:
Endereco:

Escolaridade:

Surgimento dos caracteres sexuais secundarios:
Idade: Sequéncia:

Possui alguma patologia crénica (Diabetes, obesidade, hipertensdo, dislipidemia p ex)?
( ) Sim ( ) Né&o Se sim, qual (quais)?

Possui alguma doenca autoimune (Tireoidite de Hashimoto, doenca de Graves, lupus, artrite
reumatoide, esclerose multipla, Sindrome de Sjogren, doenca de Crohn, doenca celiaca, lupus,
DM1, psoriase, vitiligo, rosacea, puUrpura trombocitopénica idiopatica-(PTI), hepatite
autoimune, Sindrome de Guillain-Barré, granulomatose de Wegener, vasculites, miastenia
gravis, doenca celiaca — enteropatia por gluten, esclerodermia, doenga de Behcet, anemia
hemolitica autoimune, cirrose biliar primaria, espondilite anquilosante, doenca de Addison,
sindrome antifosfolipidica autoimune, dermatite herpetiforme, febre familiar do Mediterraneo,
glomerulonefrite por IGA, glomerulonefrite membranosa, sindrome de Goodpasture, sindrome
miasténica de Lambert-Eaton, oftalmia simpatica, penfigoide bolhoso poliendocrinopatias,
purpura autoimune, doenca de Reiter, tireoidite autoimune, retocolite ulcerativa, sindrome de
Churg-Strauss, sarcoidose, Sindrome de VVog-Koyanagi-Harada, alopecia areata, p ex.)?

( ) Sim ( ) Néo Se sim, qual (quais)?

Ultima internag&o:
Ultima hemotransfusao:

Histdria de fratura prévia: ( ) Sim () Ndo Se sim, qual sitio e idade?
Historia de osteonecrose prévia? ( ) Sim ( ) N&o

Medicamentos em uso (se mulher, lembrar de registrar e identificar anticoncepcional):

Para o0 sexo feminino:

Idade da menarca:

Data da ultima menstruacéo: / /
Gestacdo e paridade: G P A




APENDICE C - AVALIACAO ANTROPOMETRICA

NOME

DATA REGISTRO

Peso: Estatura: IMC:
% de gordura: % de agua:

Circunferéncia da Cintura (dois dedos acima do umbigo):

Circunferéncia do Pulso:
Circunferéncia do Pescoco:
Circunferéncia do Braco:
Circunferéncia do Quadril:
Presséo arterial:
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APENDICE D - RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24 HORAS

Nome:
Data:
Telefone:
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Refeicdes

Alimentos/Preparacfes

Quantidades
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APENDICE E - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Nos, alunos e professores do curso de PoOs-Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Sergipe, convidamos-te a participar da pesquisa: “Disfun¢do endotelial
e alteracoes do metabolismo lipidico e 0sseo na anemia falciforme™, a realizar-se no
Ambulatério de Hematologia Pediatrica do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Sergipe, que tem como objetivo avaliar a relagdo entre marcadores de inflamacéo e alteragdes
do metabolismo lipidico e 6sseo em adolescentes e adultos com anemia falciforme.

Para facilitar o nosso estudo, n6s lhe pedimos para responder algumas perguntas, como:
nome, idade, endereco, bem como sobre seu estado de sadde. O unico incémodo serd a pungédo
de veia para coleta de sangue e a realizacdo do exame de imagem densitometria dssea.

Nos nos comprometemos a lhe informar os resultados dos exames e orientar vocé sobre
o significado dos achados, além de mantermos sigilo e confidencialidade sobre a sua
participacao nesse estudo.

Caso o0 senhor (a) ndo queira participar da pesquisa, saiba que isso ndo alterara o
tratamento que vem sendo feito aqui no ambulatério de Hematologia HU-UFS, no entanto a
sua participacdo € muito importante para nosso estudo, pois estara contribuindo para a evolucao
dos conhecimentos sobre a anemia falciforme e ajudando a todos os pacientes do servico. A sua
participacdo é voluntéria e vocé podera interrompé-la a qualquer momento, sem nenhum
prejuizo para voceé.

Em caso de ddvida entre em contato conosco no local, dias e horarios em que 0s
atendimentos sdo realizados.

Diante do que foi dito, confirmo a minha participacao.

Assinatura do participante (participante maior de 18 anos) ou assinatura do responsavel
(participante menor que 18 anos).

Aracaju, de de

Os investigadores principais, Dra Rosana Cipolotti (79 9981-1238) e Dra Ingrid
Cristiane Pereira Gomes (79 9971-1437), comprometem-se a conduzir todas as atividades deste

estudo de acordo com os termos do presente Consentimento Livre e Esclarecido.

Pesquisador responsavel
Aracaju, / /
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ANEXO A: INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRE
(IPAQ) - VERSAO CURTA

NOME DATA REGISTRO

As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica na
ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um
lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa
ou no jardim. Para responder as questdes lembre que:

e Atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande esforco fisico

e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal.

e Atividades fisicas MODERADAS sdo aquelas que precisam de algum esforco fisico e
que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal.

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo
menos 10 minutos continuos de cada vez.

la. Em quantos dias da ultima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar
para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

Dias por SEMANA () Nenhum

1b. Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

Horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS
por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar,
dancar, fazer ginastica aerobica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer
servicos domesticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do
jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiracdo ou
batimentos do coragdo (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

Dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas: Minutos:

3a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica,
jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigcos domesticos
pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer
atividade que fez aumentar MUITO sua respiragdo ou batimentos do coragao.

Dias por SEMANA () Nenhum

3b. Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos
continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas: Minutos:

Estas Gltimas questfes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no
trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado
estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo,
sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em
Onibus, trem, metr6 ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

Horas: Minutos: __ 4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante
em um dia de final de semana? Horas: Minutos:
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Background: Lipid alterations has besn described in sickle cell anermnis
{SCA), but their association with the disease severity is not fully
understood and their correlation with the nutritional status of this
population has not been widely studied.

Objectives: This study simed to assess the lipid profile and its relation
with the nutritional status, including anthropometric characteristics and
daily macronutrient intake, and with the severity biomarkers in of adults
with SCA in steady state.

Design and Method: This is a cross-sectional, analytical study with 55
adults with SC& and 60 members of the control group.
Sacicdemographic, anthropometric, nutritional and laboratory dats wers
collected between March 2009 and June 2020, Mann-YWhitney test was
used to compare groups and Spearman's cormelation coefficient was used
to test the relation between variables.

Results: The SCA group presented higher calories, proteins and
carbohydrates intake, lower levels of HOL-Cholesteral (HOL-c) and
higher TG/HDL-¢ ratio than the cantral. HOL-c showed positive
correlation with hemoglobin (Hb) and hematoort (HeT) and negative
cormelation with indirect bilirubin and lactate dehydrogenase (LDH). The
TGEMHOL-¢ ratic was pasitively linked with reticulocytes count, LDH and
leukocytes count and negatively linked with Hb.

Canclusions: The study findings showed hypochalesteralemia in SCA and
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