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RESUMO
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O papel da inflamacdo na fisiopatologia da anemia falciforme tem sido alvo de recentes
investigacdes. O processo obstrutivo que ocorre na microcirculacdo, causado pelo acimulo
de células falcizadas, leva a lesdo do endotélio, com migracdo e adesdo de leucdcitos,
liberacio de radicais oxigénio, liberacdo e ativacio de citocinas inflamatérias. E
reconhecida a participag¢do de diversas citocinas na eritropoiese, estimulando ou inibindo a
producdo de células eritréides pela medula 6ssea, em especial na anemia que acompanha as
doencas inflamatdrias/infecciosas cronicas. E reconhecida a acdo inibitéria do interferon
gama (IFN-y) sobre as células progenitoras da medula dssea, além de sua participacdo nos
distirbios do metabolismo do ferro (Fe), presentes na anemia de doenca crOnica. A
Neopterina (NP) ¢ um marcador associado a imunidade celular produzido pelos
mondcitos/macréfagos quando estimulados pelo IFN-y. Os dados sobre a participagdo do
IFN-y no processo inflamatério que acompanha a Doenca Falciforme sdo contraditérios e
se restringem a Anemia Falciforme (Hb SS). O objetivo deste trabalho foi estudar a
participacdo da Interleucina-3 (IL-3), do IFN -y e da NP em pacientes com Hb SS e
hemoglobinopatia SC (Hb SC) na fase estdvel da doenca, a fim de verificar a possivel acdo
dessas citocinas e da NP sobre o metabolismo do Fe e da hematopoiese. Nossos resultados
mostraram que as concentragdes de IL-3 foram mais altas nos grupos SS e SC em relagdo
ao controle, enquanto as determinacdes de IFN-y ndo mostraram diferengas entre os grupos.
Pacientes SS com hemoglobina Fetal (Hb F) > 8,5% mostraram valores de IL-3
significativamente mais elevados do que aqueles com Hb F < 8,5% (p= 0,0338). Nao foi
observada correlacdo entre os parametros inflamatérios e do metabolismo do Fe. Uma
correlacdo direta foi observada somente nos pacientes SS entre os niveis de IL-3 e

hemoglobina (Hb) (r= 0,4633, p=0,0457), IL-3 e Hb F (r=0,6011, p= 0,0065).

Os niveis de NP foram significativamente mais elevados nos pacientes SS e SC do que nos
controles, mas nao houve diferenca entre os 2 grupos de pacientes. Nao houve correlagao
entre NP e os parametros relacionados ao metabolismo de Fe. Esses dados sugerem que a
IL-3 tem ac¢do estimulante sobre a producdo de Hb F e que pacientes com Hb SS, mesmo na
fase estdvel da doenca apresentam um certo grau de ativacio do sistema
mondcito/macréfago, representado pelos altos niveis de NP, o que provavelmente contribui

para a condi¢do inflamatoria cronica desses pacientes.
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ABSTRACT
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Sickle cell disease (SCD) has been recognized as a chronic inflammatory condition.
Cytokines are released in response to stress or pathological situations and have influence on
hematopoiesis. The aim of this study was to evaluate Interleukin-3 (IL-3), Interferon-y
(IFN-y) and neopterin (NP) levels in steady state patients with sickle cell anemia (SS)
(n= 38) and SC hemoglobinopathy (n= 17), in order to verify the possible action of those
cytokines and NP on iron metabolism and hematopoiesis. Serum IL-3 concentration was
higher in SS and SC groups than in controls, whereas IFN-y determinations were not
different among groups. SS patients presenting HbF> 8.5% showed IL-3 levels
significantly higher than those with HbF< 8.5% (p= 0.0167). No correlation was observed
among inflammatory and iron metabolism parameters. It was observed a significant
correlation between IL-3 and Hb levels (r= 0.4201, p= 0.0086) and a negative correlation
between IL-3 and reticulocyte counting (r= - 0.4019, p= 0.0124) only in SS group. NP
levels were significantly higher in SS group than in control (p< 0.0001), but not different
between SSxSC and SCxControl. No correlation was observed between NP and iron
metabolism parameters. In conclusion, it was confirmed that IL-3 stimulates hematopoiesis
and that SS patients, even in steady-state, presenting macrophage/monocyte activation,
represented by high levels of NP, that probably contributes to chronic inflammatory

condition.

Abstract
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1.1- Consideracoes Gerais

A molécula de Hb € composta por dois pares de cadeias polipeptidicas, cada
uma das cadeias dobrada de maneira que contenha um grupo heme ligado covalentemente a
uma molécula de oxigénio. S@o as cadeias polipeptidicas que determinam o tipo de Hb a ser
produzida e estas cadeias variam de acordo com os diferentes estdgios de desenvolvimento
intra-uterino. S@o elas: cadeias alfa (a), beta (), gama (y), delta (), epsilon (¢) e zeta (§).
A Figura 1 mostra a evolugdo das cadeias de globina desde a concepcao até o 42° més de

vida e os respectivos locais em que a hematopoiese acontece.

Figura 1- Locais de sintese das cadeias globinicas no embrido, no feto e no adulto.

(Hoffbrand & Pettit 2001).
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No periodo embriondrio observamos a presenca da Hb Gower I (&e;) Hb
Gower II (ape;) e Hb Portland (&,y2). A Hb F (a,y2), € predominante no periodo fetal e é
substituida apds o nascimento pela HbA (azp3,) (Hoffbrand & Pettit, 1995).

A sintese das moléculas de Hb € um processo complexo e entre os erros que
podem ocorrer durante esse processo, 0s mais comuns sao conseqiientes a substituicoes de

bases simples onde apenas um nucleotideo (purina ou pirimidina) € trocado.

A Hb S € uma hemoglobina an6mala resultante da troca de uma adenina por
uma timina no cédon 6 do gene da globina beta, resultando na substituicio do 4cido
glutamico pela valina. A Anemia Falciforme ocorre quando o individuo é homozigoto para
a mutacdo, ja as doengas falciformes ocorrem quando a Hb S estd associada a outras

hemoglobinopatias como Hb C, Hb D ou [ talassemia (Beutler et al 2001).

O gene da hemoglobina S € um gene de alta freqiiéncia em todo o mundo,
prevalecendo nas regides onde hd o predominio de afros-descendentes. No Brasil é mais
freqiiente nas regides sudeste e nordeste. Na Africa Equatorial, 40% da populacio é
portadora, e a doenca falciforme atinge uma prevaléncia de 2 a 3% da populacdo. A
Anemia Falciforme € a doencga hereditdria de maior prevaléncia no Brasil, chegando a
acometer 0,1 a 0,3% da populagdo negrédide. Devido ao alto grau de miscigenagdo na

populacdo brasileira, estudos tém demonstrado a crescente presenca de hemoglobina S em

individuos de cor branca (Ramalho 1986).

A Hb S € menos solivel que a Hb normal, se polimeriza quando desoxigenada
e, devido a sua rigidez, dificulta a deformabilidade do eritrécito e sua passagem por
pequenos capilares e artérias, causando bloqueios vasculares, o que leva a infartos em

vérios 6rgaos. (Chies e Nardi, 2001). (Figura 2).
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Figura 2- Fendmeno de vaso-oclusdo na anemia falciforme. A troca de uma Adenina por
uma Timina (A—T) leva a substituicdo do 4cido glutamico pela valina. Esta
mutacdo faz com que a molécula de Hb S se polimerize quando desoxigenada.
Os polimeros de Hb S lesam a membrana do citoesqueleto, tornando a hemdacea
falcizada. Nos vasos as células falcizadas interagem com o endotélio e outras
células sanguineas e causam a vaso-oclusdo. Ha ainda a hemdlise intravascular
que libera Hb no plasma levando ao sequestramento de Oxido nitrico e
promovendo a vaso-constri¢ao, entre outros problemas.
Abreviacdes: EC: células endoteliais; ISC: células irreversivelmente falcizadas;

N: neutréfilo; R: reticuldcito; RBC: células vermelhas. (Steinberg 2006).
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As células irreversivelmente falcizadas apresentam uma alta concentracdo de
Hb, alto conteudo de célcio e pouco potdssio, ndo retornando a forma original mesmo

quando ha um aumento da tensio de oxigénio (Beutler 2001).

A anemia falciforme é caracterizada clinicamente por periodos estdveis da
doenca e periodos de crise, que podem ser: crises vaso-oclusivas dolorosas, de seqiiestracao

visceral e aplasticas.

A crise vaso-oclusiva (CVO) € a complicacao mais freqiiente na Hb SS levando
a repetidas hospitalizagdes. Pode ser desencadeada por infecc¢des, acidose, desidratagdo ou
desoxigenacdo e os infartos podem ocorrer em diversos 6rgdos, como: 0ssos, pulmdes,
baco, rins, cérebro, entre outros. O balanco entre o estado estdvel e a crise € delicado e
qualquer fator que altere o grau de ativacao endotelial ou adesividade de células vermelhas

tem o potencial de precipitar a CVO. (Chies & Nardi 2001, Hoffbrand & Petit 1995).

Um segundo defeito genético da Hb bastante freqiiente resulta da substituicao
de um aminoécido (dcido glutamico—lisina) no mesmo l6cus da cadeia beta globina que a
Hb S, e que origina a Hb C, freqiiente na populagdo africana. A Hb C tende a formar
cristais € os individuos homozigotos apresentam anemia hemolitica moderada, com
formacdo de hemadcias em alvo e microesferdcitos. A associagdo da Hb S com a Hb C da

origem a hemoglobinopatia SC (Hb SC).

A hemoglobinopatia SC ocupa o segundo lugar dentre as sindromes falcémicas
mais freqiientes, perdendo apenas para a anemia falciforme. As manifestacdes clinicas da
Hb SC sdo menos graves do que na Hb SS, a hemdlise é menos intensa, porém estes
individuos apresentam maior viscosidade sanguinea, o que leva as manifestacdes clinicas
que caracterizam esta doenga, como necrose asséptica da cabeca do fémur, hemorragias na

retina, episddios pulmonares agudos, hematuiria, tendéncia a trombose e embolismo

pulmonar, especialmente durante a gravidez (Hoffbrand & Petit 1995, Beutler et al 2001).
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1.2- O processo inflamatério na fisiopatogenia da Doenca Falciforme

O papel da inflamac¢do na fisiopatologia da Hb SS tem sido alvo de recentes
investigagdes. A polimerizacdo da Hb que ocorre no interior dos eritrocitos faz com que
eles se deformem, se tornem rigidos, obstruam o fluxo sangiiineo e, devido a perfusao
insuficiente, causem dano tecidual. Os eritrécitos contendo Hb S tendem a ter alteragdes de
membrana que os tornam rigidos e aderentes ao endotélio provocando assim uma resposta
inflamatéria ao obstruir o fluxo sangiiineo. Os tecidos ndo se encontram apenas
insuficientemente irrigados, eles também se encontram expostos a citocinas inflamatorias,
fatores de crescimento e a acdo das células ativadas que produzem ou respondem a essas

citocinas e fatores de crescimento (Platt 2000, Wun 2001, Chies & Nardi 2001).

Estudos na microcirculacio muscular de animais transgénicos falcémicos
mostraram as alteracdes advindas da resposta inflamatdria subseqiiente a hipdxia seguida
da reoxigenacdo: ocorre aumento da adesdo e migracdo dos leucdécitos e producdo de
radicais de oxigénio que contribuem para a inflamacdo do endotélio e dano tecidual

(Kaul & Hebbel 2000).

A contagem anormalmente alta de leucécitos contribui para a maior gravidade
das manifestacdes da doenca. Foi demonstrado que pacientes com contagem elevada de
leucécitos tém maior probabilidade de irem a ébito enquanto jovens, e € também um fator

de risco para o desenvolvimento de infarto cerebral silencioso.

Altas contagens de leucdcitos no comeco da gestagdo indicam complicagdes nas

pacientes com doenga falciforme. (Litos et al, 2006).

A leucocitose também foi sugerida como sendo um forte indicador para se

prever quais beb€s com anemia falciforme vao desenvolver uma forma clinica mais grave

da doencga (Hebbel 2000).

Células de pacientes com doengas falciformes apresentam maior expressao de
ligantes para as moléculas de adesdo. Durante o episédio de infec¢do um nidmero
aumentado de leucdcitos ativados secretam citocinas inflamatdrias que ativam o endotélio

vascular, ndo somente no local da inflamacdo, mas também em outras partes do organismo.
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Além disso, proteinas citotdxicas e substancias vasoativas como leucotrienos atraem e
recrutam outros leucdcitos para o local da inflamagdo. Os leucdcitos ativados expressam
mais moléculas de ades@o do que os ndo ativados, dessa forma se ligando mais rapidamente

ao endotélio ativado, o que leva a isquemia, infarte, dor e vaso-oclusdo (Okpala 2004).

Os reticuldcitos também participam do processo inflamatério, uma vez que
migram e se aderem as células endoteliais causando congestionamento transitorio de
células vermelhas maduras desoxigenadas. Quanto mais jovens os reticuldcitos, mais
propensos a adesdo. Quando essa obstrucdo eventualmente cessa, novos episodios de
adesdo de reticuldcitos ao endotélio inflamado podem ocorrer, aumentando o nimero de
leucécitos no local da inflamagao. Estes episédios repetitivos de isquemia localizada e

reperfusdo ddo inicio a um estado de dano tecidual inflamatério cronico (Hebbel 2000).

Foi também demonstrado que células mononucleares estimuladas provenientes
de pacientes com Hb SS liberam mais superéxido do que células de individuos normais. O

superdxido inativa o 6xido nitrico, que € um importante vasodilatador endégeno.

Assim, a producdo de superdxido pelas células mononucleares de pacientes
com anemia falciforme pode representar um risco adicional nas obstrucdes na

microcirculac@o e danos teciduais nesses pacientes (Dias-Da-Motta et al 1996).

Aparentemente esse ‘“‘stress” oxidativo torna as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) mais susceptiveis a oxidacdo, com subseqiiente dano as células
endoteliais. Além disso, pacientes com Hb SS freqiientemente apresentam hemdlise, com
liberacao de Hb nos compartimentos vasculares. A Hb, por sua vez, € um potente oxidante

de LDL, exacerbando, portanto, o processo de lesdo celular e tecidual (Belcher et al 1999).

A polimerizacdo da Hb S leva a desestabilizagdo da membrana da hemécea com
a destruicdo prematura do nimero total de eritrécitos sendo referida em torno de 10% a
cada 24 horas. Na hemolise intravascular as barreiras difusionais que limitam as reagdes de
NO e Hb sao desfeitas, a Hb livre no plasma destréi o NO até 1000 vezes mais rapido do
que a Hb intraeritrocitaria, prejudicando assim a vasodilatacio nestes pacientes

(Reiter et al, 2002; Gladwin et al, 2005).
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As alteracoes histopatoldgicas resultantes dos danos ao endotélio podem ser
observadas nos leitos vasculares de 6rgdos como o baco, cérebro e retina. A acdo das
citocinas também contribui para a formacdo de tromboses e para a circulacio anormal de
moléculas de adesdo, como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), molécula de
adesao vascular (VCAM-1) e E-selectina no plasma, que tém a expressdo induzida ou

aumentada pela acdo de citocinas e outros fatores inflamatorios.

A adesdo dessas moléculas e de fatores pro-coagulantes no endotélio ativado
tem um papel importante no recrutamento de leucdcitos e na formagdo de trombos nos

locais de inflamacdo (Belcher et al 2000).

A adesdao de hemdcias falcizadas ao endotélio € mediada por receptores
localizados nas membranas das hemacias falcizadas e no endotélio (Montes et al 2002). As
células falcizadas pr6-adesivas se ligam a P-selectina, E-selectina, VCAM-1, ICAM-1, CD
36 das células endoteliais, e essas moléculas de adesdo sdo, entdo, ativadas (Hebbel 1997,

Pathare et al 2003).

1.3- Citocinas, hematopoiese e metabolismo do Fe

A hematopoiese normal se caracteriza pelas interagdes das células tronco com a
medula 6ssea e células do estroma através de moléculas de adesdo, com as citocinas
hematopoiéticas orquestrando a diferenciacdo em células maduras. As moléculas de adesao,
além de promoverem a adesdo de células progenitoras na medula dssea, também estdao
envolvidas na transmissdo de sinais, na proliferacio e na diferenciacdo celulares

(Duits, et al 2003).

A hematopoiese € regulada por uma complexa rede de citocinas que atuam na
proliferacdo e diferenciac@o de células sanguineas, algumas estimulando, outras inibindo os
diferentes processos. Estimulam a hematopoiese a c-kit ligante, também conhecida como
fator de “stem cell” (CSF), a interleucina-3 (IL-3), o fator estimulante de colonia de
granuldcito-macrofago (GM-CSF), o fator estimulante de colonia de mondcito-macréfago

(M-CSF), o fator estimulante de colonia de granulécitos (G-CSF) e a interleucina 7 (IL-7).
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Muitas das agdes dos fatores estimulantes sao influenciadas por outras
citocinas. O fator de necrose tumoral (TNF), a linfotoxina (LT), o interferon gama (IFN-y)
e o fator de crescimento em transformagdo (TGF-f) sdo inibidores de crescimento das

células progenitoras da medula dssea (Abbas et al 1994).

A IL-3 é um estimulador multilinhagem, que age sobre o crescimento de
granuldcitos, mondcitos, megacariocitos, células eritréides e mastdcitos. Interage com a
eritropoietina (EPO) para estimular células precursoras eritréides, além de interagir com a

G-CSF, GM-CSF e IL-7 (Umemura et al, 1989, Quesenberry & Colvin, 2001).

Os interferons sdo uma familia de proteinas com uma grande variedade de
efeitos bioldgicos, incluindo a inibi¢do da replicacdo viral, regulacdo do crescimento
celular e modulacdo da resposta imunoldgica, e tém ainda a capacidade de corrigir e
diminuir a expressdo de oncogenes e receptores de fatores de crescimento

(Bourgeade et al 1992).

O IFN-y, uma glicoproteina monomérica produzida pelas células T (ThO, Thl e
CD8+) e “Natural Killer” (NK), ¢ um poderoso potencializador das células do complexo
maior de histocompatibilidade (CMH) classe I e induz CMH classe II em algumas células.
Ele também € um poderoso ativador de macréfagos, conseqiientemente é um ativador de
oxido nitrico (NO) e interleucina-1 (IL-1) (Byrd & Horwitz, 1993; Abbas et al, 1994;
Brock & Mulero, 2000).

Os dados sobre a participacio do IFN-y no processo inflamatério que
acompanha a doenca falciforme sdo contraditorios. Alguns autores relatam ndo haver
diferenca nos niveis plasmaticos de IFN-y entre pacientes SS e controles
(Raghupathy et al 2000), enquanto outros observaram niveis elevados (Taylor et al 1999,
Walter et al, 2006) e mesmo reduzidos, o que poderia explicar a maior freqiiéncia e

gravidade das infeccdes nesses pacientes (Taylor et al 1990).

Um aspecto interessante foi relatado sobre a influéncia do IFN-y sobre a sintese
de Hb F na anemia falciforme e talassemia. Foi demonstrada a inibi¢cdo de sintese de cadeia
gama de globina em células de cultura de progenitores eritréides, estimuladas pelo dcido

butirico e incubadas com IFN-y (Miller et al 1990).
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Assim, pode-se supor que a elevacdo dos niveis de IFN-y em pacientes SS, além
de atuar no mondcito/macréfago e, conseqiientemente, liberar radicais livres que
participariam no processo obstrutivo e lesdo tecidual, contribuiria para uma evolugao
clinica mais desfavoravel, ja que estd demonstrado que pacientes que sintetizam mais Hb F
tem melhor progndstico dos que os menos produtores (Marcus & Ware 1999,

Maier- Redelsperger et al 1994).

Um dos produtos da ativagdo dos macréfagos pelo IFN-y € a neopterina (NP),
uma 2-amino-4 hidroxi (1°2°3’-trihidroxipropil)- pteridina, produzida a partir da guanosino
trifosfato (GTP), via GTP ciclohidrolase I. (Hubber et al 1984, Werner et al 1990)
(Figura 3).

H,N

Figura 3- Estrutura da NP (2-amino-4 hidroxi (1°2’3’-trihidroxipropil)- pteridina
(Melichar et al 2006).
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Como o IFN-y € liberado pelas células T ativadas, a NP € um marcador sensivel
da imunidade mediada por células e da ativacdo do mondcito/macréfago

(Berdowska & Zwirska-Korczala 2001, Wachter et al 1989).

A producdo de NP foi demonstrada em outros tipos celulares, como por
exemplo, células endoteliais, linfécitos B e células renais, porém esta produgdo estd muito

abaixo da producdo liderada por mondcitos/macréfagos (Melichar et al 2006).

A medida da concentracdo de NP é superior a quantificacio do IFN-y como
indicador de ativacdo celular porque a NP é mais estdvel, enquanto o IFN-y liberado se liga
rapidamente as células e é removido da circulagdo (Fuchs et al 1991). A forte correlagao
entre a quantidade de NP produzida pelos mondcitos/macréfagos e a capacidade dessas
células liberarem peroxido de hidrogénio, sugere que as concentragdes de NP refletem o

nivel de stress oxidativo causado pela ativacao do sistema imune (Weiss et al 1998).

As formas reduzida e ndo reduzida da NP participam das reacdes mediadas por
radicais livres de diversas maneiras: retirando radicais livres, se auto-oxidando e formando
radicais superdxido, potencializando a formacao de radicais oxigénio na presenga do ferro
i6nico (Oettl et al 1999), aumentando o efeito do H,O, e da cloramina e seus efeitos contra

micro-organismos (Weiss et al 1993).

Niveis elevados de NP foram observados em pacientes infectados por virus,
parasitas e bactérias intracelulares, assim como em pacientes com doengas auto-imunes,
neoplasias (Fuchs et al 1993, Denz et al 1992), doenga renal cronica e na fase terminal
(Lhee et al 2006). Foi observado em doengas ginecoldgicas malignas que o aumento de NP
estd associado com a perda de Zinco urindrio e com a diminui¢ao da fun¢do e da quantidade

de linfécitos no sangue periférico (Melichar et al 2006).

A elevacdo de NP no sangue ou na urina é um indicador precoce sensivel para
vérios tipos de infec¢des virais como o HIV-1 e tem também valor progndstico. Durante a
infeccdo aguda por HIV, citomegalovirus ou rubéola, o aumento da concentragdo de NP
pode ser observado mesmo antes dos anticorpos especificos serem detectados

(Chan et al, 2006).

Introdugdo

27



Em pacientes com Doenca de Chagas foram observados valores séricos de NP
mais elevados nas formas mais graves da doencga, enquanto que pacientes com a forma
intermedidria mostraram valores similares ao grupo controle normal, sugerindo uma
correlacdo entre niveis de NP e a extensdo e gravidade da doenca (Grotto et al 1994). Outro
estudo mostra a relagdo entre o aumento de NP e dengue, sugerindo o uso da NP como

preditor precoce do curso desta infec¢do (Chan et al, 2006).

Foi também estudada a participacdo da NP nos processos ateroscleréticos e em
outros processos vasculares. Niveis elevados de NP foram observados em pacientes com
doenca coronariana aguda e cronica (Weiss et al 1994). A elevacdo dos niveis de NP ¢é
explicada pela acdo de macréfagos ativados na formacdo e na ruptura das placas
ateromatosas, uma vez que macrofagos ativados liberariam enzimas liticas que
enfraqueceriam a capsula fibrosa, rompendo a placa (Anwaar et al 1999). A ruptura da
placa resulta na migracdo e ativagdo dos macréfagos da parede arterial e liberacdo de NP no

sangue (Schumacher et al 1997).

Nos transplantes cardiacos a elevacdo da NP € indicativa de rejei¢cdo do enxerto

(Miiller et al 1998).

Foi avaliada a concentracdo de NP e da endotelina 1 (ET-1) durante as fases
aguda e cronica da isquemia cerebral. Pacientes que sofreram episddio agudo de isquemia
cerebral mostraram niveis plasmaticos crescentes de NP durante a evolug¢do do quadro
clinico, o que indica que com a progressio da doenca hd uma migracdo de
mondcitos/macréfagos para a parede arterial, levando a liberacdo de NP na circulacdo

sanguinea.

A ET-1 permaneceu em niveis elevados durante o seguimento clinico,
sugerindo que a producdo de ET-1 em resposta a lesdo endotelial persistiu apds a fase

aguda.

A elevacdo da NP seria indicativa da atividade inflamatdria cronica e continua

ativacdo dos macrofagos na doenga cerebrovascular isquémica (Anwaar et al 1999).
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1.4- NP e eritropoiese

Pacientes com doencas crOnicas mostram uma correlacdo inversa entre niveis
de NP e Fe, NP e Hb, e NP e transferrina (Tf) e uma correlagdo positiva entre NP e ferritina
sérica (FS), o que sugere a participagdo da NP na patogenia da anemia que acompanha as
doengas cronicas (Weiss et al 1998, Melichar et al 2006). A correlagdo negativa entre NP e
Hb foi descrita em pacientes com neoplasias hematoldgicas (Denz et al 1990), com
infecgdo pelo HIV (Fuchs et al 1991), com artrite reumatdide (Reibnegger et al 1986), entre
outros. A acdo da NP sobre a hematopoiese pode resultar do distirbio do Fe influenciado
pelas citocinas e/ou pela sub-producdo de EPO em resposta a hipéxia e anemia
(Fuchs et al 1991). Essa ultima possibilidade foi refor¢cada pela demonstracdo do efeito
inibitério da NP sobre a eritropoiese, estudada em rins de ratos perfundidos com NP. Houve
uma reducao nos niveis de RNAm e na sintese de EPO, além de um aumento na resisténcia

vascular renal e na permeabilidade glomerular (Pagel et al 1999).

Uma das hipéteses de acdo da NP no metabolismo do Fe seria o seu papel como

™ em Fe™, que contribuiria para a transferéncia do Fe da Tf para a

agente redutor do Fe
apoferritina, com conseqiiente diminui¢do do Fe circulante. A correlacdo negativa entre Fe
sérico e NP em pacientes com doencas inflamatérias cronicas reforca essa idéia

(Fuchs et al 1991, Weiss et al 1988).

Radicais livres s@o formados por macréfagos estimulados pelo IFN-y, e o H,O,
ou NO, produzidos durante a inflamacdo, interferem na homeostase do Fe celular porque
estimulam a afinidade de ligacdo das proteinas reguladoras do Fe (IRP) aos elementos
responsivos ao Fe (IRE) presentes no RNAm da FS, da amino-levulinato eritréide sintase
(e-ALAS) e receptores da transferrina (TfR). O NO estimula a ligagdo do IRP ao IRE, o
que ocasionard uma maior sintese do TfR e uma repressdo na expressdo da ferritina e da
e-ALAS. Com isso, hd uma maior captacdo de Fe pelo TfR enquanto o consumo e estoque
ficam diminuidos (Weiss 1999). O IFN-y parece deprimir a expressio do TiR
(Bourgeade et al 1992) e induz a expressdo do RNAm da FS, enquanto o NO e H,O,,
produzidos pela ativacdo do macréfago estimulado pelo IFN-y, apresentam efeito inverso

(Byrd & Horwitz 1993).

Introdugdo

29



Foi demonstrada a participagdo do GM-CSF e da IL-3 na regulagdo da
hematopoiese em pacientes SS, e a relacdo entre o nivel plasmdtico dessas citocinas com o
nivel de Hb F, ou seja, com o nivel de “stress” hematopoiético (Croizat 1994). Ampliando o
estudo e avaliando outras citocinas, foi demonstrado que pacientes com Hb F < 8,5% e,
portanto, com quadro anémico mais grave, apresentavam niveis elevados de SCF e de
GM-CSF, o que induziria a resposta de “stem cells” tanto precoces como tardias. No
grupo de pacientes com Hb F > 8,5% foram observados niveis mais elevados de IL-3,
responsavel pelo recrutamento de populacdes de células dependentes de 1L-3 e suficientes
para manter niveis adequados de células vermelhas, enquanto valores de SCF abaixo do
normal seriam justificados pela menor necessidade de recrutar células mais precoces, que
estariam sob o controle negativo do TGF-. Os autores avaliaram o grau de eritropoiese
nessas duas populacdes através da determinacdo dos niveis de receptor solivel de

transferrina (sTfR) (Croizat & Nagel 1999).

1.5- Receptor da transferrina como indicador do grau de eritropoiese

O Fe absorvido na parte proximal do intestino delgado € transportado no plasma
pela Tf, uma proteina que possui uma alta afinidade pelo Fe em pH neutro. A Tf transfere o
Fe para células através da interacdo com o seu receptor localizado na membrana celular. O
TfR € codificado por um gene no cromossomo 3 e consiste de 2 subunidades protéicas,
cada uma com uma massa molecular de 95 KDa. A Tf se liga ao receptor formando um
complexo que € internalizado e o Fe € entdo liberado dentro do endossoma acidificado,
sendo posteriormente metabolizado em heme na mitocondria ou armazenado na forma de
FS. Apos a liberagdo do Fe a apotransferrina e o seu receptor retornam a circulagdo

(Worwood 2002).

Precursores eritréides possuem uma grande quantidade de TfR em sua
membrana. A quantidade de receptores na membrana € proporcional a necessidade de Fe da
célula, assim, células com grande capacidade proliferativa ou células ferropénicas, possuem
grande quantidade de TfR (Beguin 1992). O nivel do sTfR no plasma ou soro é uma
medida indireta do TfR total.

Introdugdo

30



A concentragdo sérica do TfR estd elevada quando had expansao da massa de
células eritréides, como nas talassemias, anemias hemoliticas e policitemias, e esta
diminuida em pacientes com anemia apldstica e na insuficiéncia renal cronica.
(Cook et al, 1993, Ponka & Lok 1999). A avalia¢do do sTfR tem sido apontada como de
grande utilidade na distin¢ao entre anemia ferropriva e anemia de doenca cronica, uma vez
que as medidas do sTfR nio sofrem a interferéncia quando da associacdo com processos

inflamatorios ou infecciosos, como acontece com a FS (Ferguson et al 1992, Abshire 1996).

Entretanto, a sintese dos TfRs pode ser negativamente regulada pelo IFN-y
durante o processo inflamatorio/infeccioso, ja que a sintese amplificada do IFN-y estimula a

captura do Fe da circulagdo, diminui a expressao do TfR e induz a expressao do RNAm da

FS (Weiss 1999).

A figura 4 esquematiza a possivel interacdo entre a eritropoiese, processo
inflamatério cronico e distirbio do metabolismo do Fe a partir dos dados da literatura aqui
apresentados. O presente trabalho propde estudar alguns aspectos relacionados a atuagdo da
IL-3, do IFN-y e um dos seus produtos, a NP, levando-se em conta que os dados sobre o
papel do IFN-y no processo inflamatério que acompanha a Doenca Falciforme sdo
contraditdrios e os da NP sdo inexistentes. Através das determinagdes de NP pretende-se
avaliar o grau de ativac@o do sistema mondcito/macréfago e sua possivel interferéncia na
eritropoiese, estimada pelos niveis de sTfR. Sdo também inexistentes na literatura dados
sobre a acdo de citocinas na hematopoiese em outras Doencas Falciformes, além da Hb SS.

Pretendemos, entdo, estender o nosso estudo analisando pacientes com Hb SC.
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Figura 4- Esquema propondo a possivel interacdo dos processos de eritropoiese, distirbios do

metabolismo do Fe e processo inflamatério cronico nas Doengas Falciformes e os

diversos fatores envolvidos. As setas em vermelho indicam estimulagdo e as

interrompidas em preto indicam efeito inibitdrio.
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Os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar a participacdao da IL3 e do IFN-y na hematopoiese em pacientes com

Hb SS e Hb SC sob os seguintes aspectos:

* Acdo da IL-3 como estimulante hematopoiético e de um antagonista ou
inibidor, o IFN-y, sobre a atividade eritropoiética na doencga falciforme,

através da quantificacdo dos niveis de sTfR.

* O grau de ativagdo dos mondcitos/macréfagos, através da determinacdo dos
indices de NP e sua possivel participagdo na hematopoiese € no processo

inflamatorio.

* A acdo do IFN-y e da IL-3 sobre a sintese da Hb F.
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3.1- Grupos de estudo

I — Grupo Controle: 26 controles normais, de cor branca, com padrao
eletroforético normal, sendo 18 mulheres e 8 homens, sem uso de medicamentos

antiinflamatérios, sem anemia ou doenca infecciosa/inflamatdria.

IT — Grupo SS: 35 pacientes com anemia falciforme, sendo 25 mulheres e
10 homens, no estado estivel da doenca, sem complicacOes clinicas e sem transfusdo

sanguinea ha trés meses.

III - Grupo SC: 15 pacientes com hemoglobinopatia SC, sendo 7 mulheres e
8 homens, no estado estivel da doenca, sem complicagdes clinicas e sem transfusdao

sanguinea ha trés meses.

Esses pacientes foram atendidos no Hemocentro-UNICAMP. O Termo de
Consentimento foi obtido de todos os individuos incluidos no estudo, de acordo com as

recomendagdes do Comité de Etica da FCM/UNICAMP (Anexo 1).

Todos os pacientes eram adultos e ndo faziam uso de hidroxiuréia.

Casuistica

36



4- METODOS

37

i}



As amostras de sangue foram colhidas por puncdo venosa. Os soros foram

estocados em freezer a -80°C.

4.1- Diagnéstico das hemoglobinopatias

- Hematimetria completa de sangue colhido com EDTA, feita no aparelho

automatizado Sysmex XE-2100 (Sysmex, Kobe, Japan).

- Determinacdo do padrao eletroforético das Hbs por HPLC - “high-
performance liquid chromatography” (Bio-Rad VARIANT, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

- Quantificacgdo de Hb F por HPLC (Bio-Rad VARIANT, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

4.2 — Avaliacao do metabolismo do Fe

- Dosagens de ferro sérico e da capacidade total de ligacao do ferro (TIBC) a

Tf: ensaio colorimétrico (Synermed International, Westfield, Indiana, USA).

- Dosagem de FS: por eletroquimioluminescéncia (Elecsys 2010, Roche

Diagnostic, Alemanha).

4.3- Avaliacao do processo inflamatério

- Dosagem de IFN-y: ensaio imunoenzimético pelo método de ELISA: (kit

human IFN-y, Pharmigen, San Diego, CA, USA).

- Dosagem de IL-3: ensaio imunoenzimatico pelo método de ELISA: (kit R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA).

- Dosagem de NP: ensaio imunoenzimdtico pelo método de ELISA: (kit IBL

Imuno-Biological Laboratories, Hamburg, Alemanha).
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4.4- Avaliacao da atividade eritropoiética

- Dosagem de EPO: por quimioluminescéncia: (kit Immulite EPO, Immulite®

/DPC, Los Angeles, CA, USA).
- Dosagem de sTfR: por nefelometria: (Dade Behring, Marburg, Alemanha).

- Contagem de Rtc por citometria de fluxo em equipamento automatizado

(Sysmex XE 2100, Sysmex, Kobe, Japao).

4.5- Avaliacao do processo hemolitico

- Dosagem das bilirrubinas, indireta, direta e total: ensaios colorimétricos:

(Hitachi-917 /Roche, Alemanha).

4.6- Metodologia estatistica

A caracterizacdo dos grupos estudados foi feita através de andlise descritiva,
com determinacdo dos valores de média, desvio padrdao, mediana, valores minimo e

maximo.

Para comparacdo de propor¢des foi utilizado o teste Qui-quadrado e para
comparacdo de varidveis continuas entre dois grupos foi aplicado o teste de Mann-Whitney.
Quando trés ou mais grupos foram comparados foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Para
verificar a correlacdo entre as varidveis foi utilizado o coeficiente de correlagdo de

Spearman.

A apresentacdo grafica foi feita através de box-plots e diagramas de dispersao.
Todos os cdlculos foram realizados no SAS System for Windows, versdao 8,2, do SAS

Institute Inc, Cary, NC, USA e o nivel de significancia adotado foi p<0,05 (5%).
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5.1- Perfil hematolégico dos grupos estudados

Analisando inicialmente os dados hematimétricos foi observado que, como
esperado, o grau de anemia foi mais grave nos pacientes SS do que nos SC, de acordo com
os valores de Hb encontrados (mediana = 8,20 g/dL versus 12,0 g/dL) e ambos foram
menores do que no grupo controle (mediana 14,0 g/dL, p<0,0001). Quanto ao VCM, os
resultados mostraram que estes foram maiores no grupo controle (mediana = 89,3 fL),
quando comparados ao grupo SC (mediana = 80,1 fL.) e este foi menor do que no grupo SS
(mediana = 88,7 fL, p= <0,0001). Os valores de HCM acompanharam os de VCM, sendo
inferiores no grupo SC em relag@o ao controle e SS, mas sem diferenca entre SS e controle

(Tabela 1).

O grau de hemdlise evidenciado através dos valores dos reticuldcitos (Rtc) em
nimeros absolutos, foi maior nos pacientes SS (mediana = 246,8 x 106/pL) do que no
grupo SC (mediana = 108,9 x 10%uL), e ambos maiores que no grupo controle
(mediana = 43,2 x 106/pL, p< 0,0001). Os resultados referentes as dosagens de bilirrubinas
foram semelhantes aos observados nas contagens de Rtc, com maiores niveis de
bilirrubinas total e indireta no grupo SS, seguido pelo SC e ambos maiores que no grupo

controle.

A contagem de leucécitos foi significativamente mais alta no grupo SS
(mediana = 9,3 x 10°/uL) quando comparada com os grupos SC (mediana = 7,9 x 10*/uL,
p=0,0001) e grupo controle (mediana = 6,6 x 10°/uL, p=0,0001). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos SC e controle. Os resultados referentes a
dosagem de Hb F mostraram valores significativamente maiores no grupo SS
(mediana = 6,3 %) em relacdo aos grupos controle (mediana = 1,05%) e SC (mediana
=1,50%) e houve também uma diferenca significativa entre os grupos SC e controle

(Figura 5).

Quanto aos parametros relacionados ao metabolismo do Fe, observamos que
pacientes SS e SC apresentaram valores significativamente mais baixos de Fe do que o
grupo controle (p= 0,0021) (Figura 6). Valores também significativamente inferiores de

TIBC foram obtidos no grupo SS em relagdo aos grupos SC e controle e entre SC e controle
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(p< 0,0001) (Figura 7). Por outro lado, as maiores medianas de dosagens de FS foram
observadas nos pacientes com doencas falciformes em relagdo ao controle, mas nao entre os

grupos anémicos (Figura 8).

Maiores estimulo e atividade eritropoiética evidenciados pelas dosagens de
EPO e sTfR foram observadas no grupo de pacientes SS e SC em relacdo aos controles € no

grupo SS em relagdo ao grupo SC (p< 0,0001) (Figuras 9 e 10).
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Tabela 1- Valores hematimétricos e do estado do Fe nos grupos controle, SC e SS.

Grupo Controle (n=26)

Grupo SC (n=15)

Grupo SS (n=35)

Variaveis Média +/- SD Mediana Intervalo Megl]; - Mediana Intervalo E_egg Mediana Intervalo p-valor # entre grupos
Hb (g/dL, 14,3 14,0 12,0-17.3 12,0 12,0 9,5-14,1 81 82 54-14,1 | <0,0001 | CXSS,SSXSC
(g/dL) +-135 : 0-17, +-143 ’ S-14, +-1,77 ’ A-14, : ;
89.8 80,4 88,5
VCM (fL) 226 89,3 85,2-94,9 555 80,1 68,4-91,7 o146 88,7 242-118,6 | <0,0001 | CXSC,SSXSC
HCM (pg) 31,1 31,1 29,1-33,1 28,9 29,0 24,5-32,6 31,7 31,7 22,0-42,6 0,0004 | CXSC,SSXSC
Pg +-0,96 ’ B +-1,87 ’ 970 +- 4,10 ’ P ’ ’
1,0 2.9 10,2
0 } _ 4 - ’ -
Rtc (%) 043 1,0 0,4-2,1 w151 2,2 1,3-5,1 508 9,3 22252 <0,0001 Todos
46,3 114,0 268.6
Rtc#(x10%/uL) 109 432 18,9-93,1 a4 108,9 63,9-201,3 +- 246.8 131,5-606,2 | <0,0001 Todos
’ ’ 102,9
GB#(x10%/pL 6,7 6.6 3,3-11,5 78 79 32-12,6 9.7 93 401-152 | <0,0001 | CXSS, SSXSC
(107L) +/- 1,87 : S +/-2,93 : - +/-2,54 ’ 0115, ’ ’
0,9 1.8 8.4
. S ] , . i
Hb F (%) - 038 1,05 0,30-1,30 54 1,5 0,3-6,1 6,06 6,3 0,7-22,0 <0,0001 Todos
0,7 1.6 35
BT (mg/dL) 041 0,55 0,30-2,20 - 0,66 1,5 0,5-3,1 o543 3,1 0,9-13,9 <0,0001 Todos
05 12 27
BI (mg/dL) w031 0,45 0,20-1,60 052 1,1 0,3-2,4 195 22 0,7-9,5 <0,0001 Todos
63,4 69,7 64,6
Fe (ug/dL) 29,1 58.0 36,0-158,0 o304 65,0 30,0-97,0 - 204 63.0 250-1200 | 0,0021 CXSS, CXSC
372,1 3193 2346
TIBC (ng/dL) 505 3725 291,0-493,0 657 329,0 192,0-449,0 R 236,0 87,0-390,0 | <0,0001 Todos
82,4 3194 4474
FS (ng/mL) g 51,9 13,0-252,6 ; 2013 16,7-1773,0 +- 118,7 27,5-23850 | 0,0028 CXSS, CXSC
+- 69,6 +-459.4 6759
TR (mg/L) 1.6 L5 0,9-3,1 36 3,58 2,2-6,0 o8 9.8 3,19-19,5 | <0,0001 Todos
S mg +-0,57 ’ 7 +-091 ’ o0 +/-3,49 ' ’ ’ ’
8.9 34,0 80,0
EPO(mU/mL) w322 8.3 42-172 310 275 12,2-95,3 o336 64,1 1622740 | <0,0001 Todos

Hb: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; Rte: reticulécitos; GB: globulos brancos;

Hb F: hemoglobina Fetal; BT: bilirrubina Total; BI: bilirrubina indireta; Fe: ferro; TIBC: capacidade total de ligagdo do Fe a

transferrina; FS: ferritina sérica; sTfR: receptor solivel de transferrina; EPO: eritropoietina, SC: hemoglobinopatia SC, SS: anemia

falciforme.




5.2- Avaliacao da participacao de fatores inflamatodrios na atividade eritropoiética

Na Tabela 2 constam os dados referentes as quantificagdes séricas de citocinas

e da NP. A IL-3 ndo foi detectdavel em todas as amostras estudadas. No grupo controle

pudemos detectd-la em 12 dos 26 individuos; no grupo SS em 19 dos 35 pacientes e no

grupo SC em 7 dos 15 pacientes. As dosagens de IL-3 foram significativamente mais altas

nos grupos SS e SC em relagdo ao controle (p= 0,0350 e p= 0,0280, respectivamente), mas

nao diferiu entre os grupos falciformes (Figura 13).

Tabela 2- Valores das medianas de IL-3, IFN-y e NP nos grupos estudados.

C SS SC Valor p Diferencas
IL-3 (pg/mL) 17,3 (n=12) 46,6 (n=19) 67,3 (n=17) 0,0280 SCXC
(3,1-116.4) (11,5-296,0) (20,2-145,0) 0,0350 SSXC
IFN-y (pg/mL) 2,0 (n=12) 2,5 (n=19) 2,0 (n=7) NS -
(1,1-6,0) (1,1-22,0) (1,1-3,6)
NP (nmol/L) 3,9 (n=26) 6,9 (n=35) 5,9 (n=15) <0,0001 SSXC
(2,2-7,5) (2,8-33,0) (2,5-8,9) 0,0303 SCXC
0,2095 SS X SC

IL-3: interleucina 3; IFN-y: interferon y; NP: neopterina; C: Controle; SS: anemia falciforme;

SC: hemoglobinopatia SC; NS: Nao significativo.
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Figura 5- Boxplots referentes as porcentagens de Hb F nos grupos Controle, SC e SS.

+ = media.

— = mediana

Resultados

45



s
L g
— e -
T
1 *
i B
- +
e -
5 T J.
I I ]
controle sC S8
Figura 6- Boxplots referentes as dosagens de ferro sérico nos grupos Controle, SC e SS.
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— = mediana

Resultados

46



4
T

1
controle SC 113

Figura 7- Boxplots referentes as dosagens de TIBC nos grupos Controle, SC e SS.

+ = media.

— = mediana
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Figura 8- Boxplots referentes as dosagens de FS nos grupos Controle, SC e SS.

+ = media.

— = mediana
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Figura 9- Boxplots referentes as dosagens de EPO nos grupos Controle, SC e SS.

+ = media.

— = mediana
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Figura 10- Boxplots referentes as dosagens de sTfR nos grupos Controle, SC e SS.

+ = media.

— = mediana
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Figura 11- Boxplots referentes as dosagens de INF-y nos grupos Controle, SC e SS.

— = mediana
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A NP foi quantificada em todas as amostras e os resultados mostraram valores
significativamente mais elevados nos grupos SS e SC em relacdo ao controle (p< 0,0001 e
0,0336, respectivamente), mas nao houve diferenca entre os 2 grupos de pacientes

(Tabela 2 e Figura 12).

E @
T T T
controle SC 58

Figura 12- Boxplots referentes as dosagens de NP nos grupos Controle, SC e SS.

+ = media.

— = mediana
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Figura 13- Boxplots referentes as dosagens de IL.-3 nos grupos Controle, SC e SS.

— = mediana

Resultados

53



Adotando os parametros sugeridos por Croizat & Nagel (1999), subdividimos
os pacientes SS de acordo com os niveis de Hb F. 21 pacientes mostraram valores de Hb F
< 8,5% (LHbESS) e 17 apresentaram HbF > 8,5% (HHDbFSS). Valores significativamente
mais baixos de Hb total e IL-3 foram observados no grupo de pacientes LHbFSS (p< 0,05).

Nao houve diferenga entre os demais parametros analisados (Tabela 3).

Tabela 3- Comparacdo das medianas dos pardmetros laboratoriais entre os grupos com

HbF>8,5% e Hb F <8,5%

HHDbFSS (n=17) LHDbFSS (n=21) Valor p
46,7 71,9 0,0716
EPO (mU/mL)
(16,2 -179,0) (24,7 —200,0)
8,65 7,1 0,0116
Hb (g/dL)
(6,5-14,4) (5,4-10,2)
74,7 (n=11) 32,6 (n=10) 0,0338
IL-3 (pg/mL)
(11,5-296,0) (14,4 -103,0)
6,2 7,0 0,3722
NP (nmol/L)
(3,1 -14,0) (2,8 -33,0)
8,74 10,2 0,3206
STR (mg/L)
(3,19-19,5) (6,93 - 15,6)
2,0 (n=6) 2,7 (n=13) 0,40470
IFN- 'mL
Y (pg/mL) (1,1 -16,7) (1,6 —22,0)
263,2 93,3 0,0529
FS (ng/mL)
(44,0 — 2385,0) (27,5 -1952,0)

HHDbFSS: hemoglobina Fetal > 8,5% no grupo SS; LHbFSS: hemoglobina Fetal < 8,5% no grupo SS;
EPO: eritropoietina; Hb: hemoglobina; IL-3: interleucina 3; NP: neopterina; sTfR: receptor solivel da

transferrina; INF-y: interferon v; FS: ferritina sérica.
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Correlacionando as varidveis relacionadas a hematopoiese com as indicativas
de atividade inflamatodria, observamos que houve correlacdo inversa entre Hb F e EPO,
correlagdo positiva entre Hb F e Hb, IL-3 e Hb F, NP e Rtc, e sTfR e Rtc. No grupo SC a
Unica correlacdo obtida foi entre sTfR e Rtc. Essas correlacdes, embora significativas

(p< 0,05), foram consideradas moderadas ou fracas (Tabela 4).

Tabela 4- Correlacdo das medianas entre as varidveis avaliadas nos grupos controle e

pacientes.
GRUPOS
C SS SC
r=-0,3188 r=-0,3821
Hb X EPO NR
p=0,0618 p =0,1597
NR r=-0,3915 r=0,1720
Hb F X EPO
p = 0,0200 p=0,5398
r=0,1919 r=0,3442 r=-0,3082
Hb F X Hb
p=03476 p =0,0428 p=0,2636
r=0,3218 r=-0,0571 r=-0,2714
Hb X sTfR
p=0,1088 p=0,7444 p=03277
r=0,2535 r=0,4633 r=-0,3243
IL3 X Hb
p=02114 p =0,0457 p=0,4779
r =-0,0400 r=0,4677 r =-0,4685
IL3XHbF
p=0,8460 p =0,0434 p=0,2889
r=0,2943 r=-0,1747 r=0,1146
PXH
N b p=0,1444 p=03155 p=0,6843
r=-0,0504 r=0,3769 r=-0,0368
NP X Rtc
p =0,8067 p=0,0197 p=0,8884
r=-0,0216 r=0,5234 r=0,4877
sTfR X Rtc
p=0.9165 p =0,0007 p =0,0470

Hb: hemoglobina; EPO: eritropoietina; Hb F: hemoglobina fetal; sTfR: receptor solivel de transferrina;
IL-3: interleucina 3; NP: neopterina, Rte: reticulécitos; C: Controle; SS: anemia falciforme;

SC: hemoglobinopatia SC; NR: Nio realizado.
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Quando os pacientes foram subdivididos de acordo com os niveis de Hb F,
foram observadas as seguintes correlacOes entre as varidveis estudadas: forte correlagdo
positiva entre niveis de IL-3 e Hb F no grupo com Hb F > 8,5% (r= 0,8833, p= 0,0016) e
moderada correlacdo negativa no grupo com HbF < 8,5% (r= -0,7052, p= 0,0227). Nesse
mesmo grupo foi observada correlacao inversa entre niveis de Hb total e Hb F (r= -0,6524,

p=0,0408) (Tabela 5).

Tabela 5- Correlagdo das medianas entre as varidveis nos grupos de pacientes SS com

HbF > 85% e Hb F <8.5%.

HHbF LHbF

sTfR X NP r =0,3665 r=-0,0043
p=0,1477 p =0,9852

HbF X sTfR r=-0,1645 r =0,0025
p=05280 p=0,9915

IL3 X Hb r=0,2333 r=0,3465
p=0,5457 p =0,3266

IL3X Hb F r=0,8833 r=-0,7052
p =0,0016 p =0,0227

Hb X Hb F r=0333 r=-0,6524
p =0,3807 p =0,0408

NP X Hb r=0,3539 r=-0,3515
p=02144 p=0,1180

Hb X sTfR r=0,2288 r=-0,1859
p=04313 p=04198

HHbF: hemoglobina Fetal >8,5%; LHbF: hemoglobina Fetal <8,5%; sTfR: receptor soliivel de transferrina;
NP: neopterina; Hb F: hemoglobina Fetal; IL-3: interleucina 3; Hb: hemoglobina
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6- DISCUSSAO
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A Hb S, produto de uma mutagdo de ponto na cadeia de globina, interage com
produtos de diversos genes e com fatores ambientais, resultando em uma condigdo clinica
multifatorial (Steinberg et al 2001). A oclusdo vascular, principal causa de lesdo em
diversos 6rgdos € o resultado de interagdes adesivas entre hemdcias falcizadas, leucdcitos,
plaquetas, elementos plasmaticos, parede vascular e eritrocitos nao falcizados
(Okpala 2006). A recorréncia das reagdes vaso-oclusivas na microcirculagdo ocasiona as
crises dolorosas devido a ma perfusdo e hipoxia teciduais. A cronicidade dos bloqueios do
fluxo sanguineo leva a lesdo degenerativa dos 6rgdaos. A CVO inicia-se com a adesdo de
hemdcias falcizadas densas e rigidas e Rtcs ao endotélio vascular. Condi¢des como hipoxia,
infec¢do e aumento das concentragdes plasmadticas de citocinas pré-inflamatérias ativam o
endotélio vascular e leucdcitos. Células endoteliais e leucdcitos ativados expressam mais as
moléculas de adesdo, como integrinas e moléculas de adesdo intercelulares (ICAMs). Com
1sso é maior o numero de leucdcitos, células endoteliais e hemacias aderidas umas as
outras, o que diminui a luz vascular progressivamente, at€é a completa oclusdo

(Frenette 2004, Okpala 2004, Okpala 2006).

Além dos fatores celulares, outras alteracdes plasmdticas contribuem para a
oclusdo microvascular na doenca falciforme. Foram demonstradas alteracdes em fatores da
coagulacdo e na funcdo endotelial desses pacientes, levando a um estado de

hipercoagulabilidade, que também contribuem para a vaso-oclusdao (Mohan et al 2005).

A vasodilatagdo deficiente agrava o processo e parece ser decorrente de um
defeito na biodisponibilidade de NO, devido a reten¢do de NO nos grupos heme e inibi¢ao
da formagdo de S-nitrohemoglobina, importante mediador da vasodilatagdo na hipdxia

(Pawloski et al 2005, Reitere et al 2002).

A conjuncdo de tantos e diversos processos culmina com um estado

inflamatério crénico ou sub-clinico nos pacientes com doenca falciforme.

No trabalho aqui apresentado, estudamos alguns aspectos relacionados ao
envolvimento do processo inflamatério na patogenia das doencas falciformes e, mais
especificamente, da IL-3, do IFN-y e de um produto da ativacao dos mondcitos/macrofagos,

a NP.
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A IL-3 € um produto das células T CD4 + , conhecida como fator estimulante
de coldnia multilinhagem, porque age nos progenitores medulares mais imaturos € promove
a expansdo das células que vao se diferenciar em todos os tipos maduros de células
(Abbas et al 1994). Na eritropoiese a IL-3 interage com a EPO, estimulando as células

precursoras (Quesenberry & Colvin 2001).

Estudos anteriores mostraram que o numero e a atividade das BFU-E eram
diferentes entre os pacientes SS, quando agrupados de acordo com o nivel de Hb F.
Naqueles com Hb F < 9,0% o nimero de BFU-E circulantes era maior, o grau de sintese de
DNA estava elevado e as células BFU-E eram responsivas tanto ao GM-CSF como a IL-3.
Ja no grupo com Hb F > 9,0% o nimero de BFU-E era normal, as células encontravam-se
predominantemente em repouso € eram responsivas somente ao IL-3 (Croizat 1993,
Croizat & Nagel 1999). Posteriormente foi demonstrado que os niveis plasmaticos de
GM-CSF e IL-3 eram afetados pelas concentracdes de Hb F, e permaneciam constantes
durante o periodo de 1 ano, o que reforcou a hipdtese da correlacido dessas citocinas ao grau
de stress hematopoiético cronico. Por outro lado, as dosagens de IL-1 e IL-6 ndo mostraram
correlacdo com os niveis de Hb F, e as oscilacdes nas suas dosagens provavelmente

refletiam uma resposta geral a les@o ou inflamagao (Croizat 1994).

Nossos dados mostraram valores significativamente mais elevados de IL-3 nos
grupos SS e SC em relagdo ao controle e a correlagdo positiva entre IL-3 e Hb F no grupo
SS reforcaram a hip6tese sugerida por Croizat (1994) e Steinberg (2006) sobre a influéncia
da IL-3 sobre a sintese da Hb F. Quando os pacientes foram subdivididos de acordo com os
niveis de Hb F (> ou < 8,5%), foram observados valores significativamente mais elevados
de IL-3 no grupo com Hb F > 8,5%. Foi relatado que citocinas estimulantes da eritropoiese,
como SCF e o GM-CSF tinham suas concentragdes séricas mais elevadas nos pacientes
com menores niveis de Hb F do que nos que apresentavam altas porcentagens dessa Hb.
Por outro lado, o TGF-B, que é um inibidor do crescimento celular, foi encontrado em
quantidades inferiores nos pacientes com baixos indices de Hb F, ficando assim
caracterizado o permanente estado de atividade eritropoiética nos pacientes com menores
quantidades de Hb F e, portanto, sujeitos a maior stress hematopoiético

(Croizat & Nagel 1999).
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Pacientes com maiores concentracoes de Hb F apresentam menor grau de
polimerizacdo da Hb S, o que contribui para uma melhor evolu¢édo clinica. No grupo por
nds estudado, essa diferenca na apresentacdo clinica pode ser evidenciada por niveis
significativamente mais elevados de Hb total nos pacientes com maiores concentragdes de
Hb F. Entretanto, nao foi possivel demonstrar um menor grau de atividade eritropoiética,
supostamente resultante de um menor stress hematopoiético, nesses individuos, uma vez
que os niveis de sTfR ndo foram diferentes entre os 2 grupos. Embora o valor da mediana
dos niveis de EPO tenha sido menor no grupo HHbFSS, essa diferenca nao foi significativa.

Da mesma maneira, as contagens de Rtc ndo diferiram entre os grupos.

Em um estudo realizado anteriormente em que foram estudados pacientes com
e sem uso de hidroxiuréia (HU), observamos diferenga estatisticamente significativa nos
valores de Rtc (74,9 x 10°/L versus 174,5 x 10°/L — valores das medianas nos grupos com e
sem HU, respectivamente, p = 0,0015). A reducdo do niimero de Rtc no grupo com HU foi
principalmente as custas da menor libera¢do de Rtc imaturos, sabidamente mais adesivos as
células endoteliais (Borba et al 2003). O conjunto desses dados reforca a idéia de que
pacientes em uso de HU tém sua melhora clinica ndo somente devido a maior sintese de
Hb F, mas também gragas aos demais efeitos da HU sobre a producdo de novos Rtc e

leucécitos, minimizando os efeitos do processo inflamatério.

O IFN-y, citocina produzida por células Thl, apresenta diversas propriedades,
como: € um potente ativador de fagdcitos mononucleares, age diretamente sobre linfocitos
T e B promovendo sua diferenciagdo, ativa neutréfilos, estimula a atividade citolitica das
células NK e é ativador das células endoteliais vasculares. E também um dos inibidores do

crescimento das células progenitoras da medula 6ssea (Abbas et al 1994).

A acdo do IFN-y sobre a eritropoiese tem sido amplamente investigada no que
se refere a fisiopatogenia da anemia e as altera¢des do metabolismo do Fe que acompanham
pacientes com doengas cronicas. Means (1999) em revisdo sobre a fisiopatologia da anemia
de doenca cronica (ADC), lista os potenciais mecanismos em que o IFN-y estaria
envolvido: bloqueio na resposta da EPO a anemia, inibicdo da resposta dos progenitores

eritréides, promoc¢do da apoptose de progenitores eritréides, menor expressdo dos
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receptores da EPO e maior sintese de FS. A relacdo IFN-y e FS tem 2 pontos distintos: por
um lado o IFN-y induz a transcricdo da FS, mas por outro inibe a tradu¢do da mesma,

através da acdo do NO produzido pelo IFN-y.

O NO ativa a ligacdo da IRP-1 ao IRE, bloqueando assim a traducdo da FS
(Hentze et al 2004). Mondcitos tratados com IFN-y tém menor expressdo do TfR,

bloqueando assim a captagdo do Fe pelas células (Ludwiczek et al 2003).

A participagdo do IFN-y no processo inflamatério das doencas falciformes ndao
estd totalmente elucidado. O estudo feito por Taylor et al (1990) mostrou producdo de
IFN-y significativamente reduzida em pacientes com Sindromes Falciformes, tanto na fase
estavel como em crise quando comparados a controles sadios. Raghypathy et al (2000)
determinaram niveis de diversas citocinas Thl e Th2 no plasma e em sobrenadante de
cultura de células mononucleares em 39 pacientes com doengas falciformes na fase estdvel
da doenca e alguns episddios de vaso-oclusdo. Os niveis plasmaéticos de IL-2 e IFN-y foram
similares entre os pacientes e controles. Entretanto, a relacgdo Th1/Th2 mostrou uma
deficiéncia da resposta Thl (imunidade mediada por células) nos pacientes falcémicos, o
que poderia explicar a predisposicao as infeccdes bacterianas. Pathare et al (2004)
relataram ndo haver diferenca entre os niveis de IFN-y em 2 grupos de pacientes
falciformes, na fase estivel e em crise vaso-oclusiva, embora na fase estavel os niveis

fossem maiores em relag@o aos controles.

No nosso estudo, pacientes com doenga falciforme ndo mostraram valores
significativamente mais elevados de IFN-y do que os controles normais. Embora tenhamos
utilizado no método de ELISA um reagente de alta sensibilidade, cerca de metade dos
pacientes e dos controles ndo tiveram niveis detectiveis de IFN-y, semelhantemente ao

observado em outros estudos (Denz et al 1990, Raghupathy et al 2000).

Adicionalmente, nao houve correlacio entre IFN-y e os parametros
relacionados com o metabolismo do Fe (dados ndo mostrados) nos pacientes que tiveram
niveis detectdveis de IFN-y, e a possivel inducdo da expressao do RNAm da FS pelo IFN-y

(Byrd & Horwitz 1993) ndo pode ser demonstrada. Os altos niveis de FS em parte dos
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pacientes SS e SC podem ser conseqiientes a outros mecanismos além dos provenientes da
acdo do IFN-y sobre a sua sintese, como processos hemoliticos ou eventuais procedimentos
transfusionais. Niveis elevados de FS também podem ser explicados pela atividade
inflamatoria presente nesses pacientes. Ja foi demonstrado que varios marcadores da
inflamacdo estdo elevados tanto na fase estdvel como durante as crises em pacientes com
anemia falciforme, como: proteina C-reativa (Makis et al 2006, Mohan et al 2005), a-2
macroglobulina (Hedo et al 1993), IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 e fibrinogénio (Hebbel et al 2004).
Fica claro, entretanto, que outros estudos sdo necessdrios para melhor elucidar o exato

papel do IFN-y na fisiopatogénese da doenga falciforme.

Analisamos, entdo, os niveis de NP, produto dos macréfagos estimulados pelo
IFN-y, cuja determinagdo pode estimar a extensdo do stress oxidativo e a ativacdo do
sistema imune (Murr et al 2002). Tem a vantagem de ser um elemento mais estdvel do que
o IFN-y quando na circulagdo, facilitando sua determinacdo (Fuchs et al 1991). Niveis
elevados de NP foram descritos em pacientes com doengas infecciosas (Fuchs et al 1993,
Denz et al 1992, Grotto et al 1994), doencas auto-imunes (Samsonov et al 1995,
Reibnegger et al 1986), em doencgas neurodegenerativas (Lebhuber et al 1999), assim como
em doengas cardiovasculares, como arterosclerose (Redker et al 2000), cardiomiopatia e

miocardite cronica (Samsonov et al 1992).

Em doencgas tumorais malignas a elevacio dos niveis de NP depende do tipo de
tumor, estando elevados em cerca de 90% das neoplasias hematoldgicas e em 20% dos
tumores de mama e melanoma (Reibnegger et al 1991). Outro fator que interfere no grau de
elevacdo dos niveis de NP seria o estagio do tumor (Wachter et al 1989) e a agressividade
do tumor, o que confere um valor progndstico a NP, jd que respostas celulares mais
intensas contra tumores mais agressivos levariam a niveis mais elevados de NP

(Murr et al 2002).

Nos processos vasculares, niveis elevados de NP além de sugestivos da ativagdo
dos  macréfagos, seriam  indicativos da  atividade  inflamatéria  crbnica
(Schumacker et al 1997, Anwaar et al 1999). Os valores séricos de NP foram

significativamente mais elevados nos pacientes com doencas falciformes do que nos
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controles e a elevacdo da NP poderia ser interpretada pela presenca de processos de
microobstrucdes cronicas presentes mesmo durante a fase “estdvel” da doenca. Estudo com
animais transgénicos submetidos a hip6xia mostrou a presenca de resposta inflamatdria
vascular, migracao e adesdo leucocitdrias, seguidas da producdo local de H,O, quando do
restabelecimento da tens@o de oxigénio nos tecidos isquémicos (Kaul & Hebbel 2000). Nos
pacientes com doenga falciforme os episodios repetidos de isquemia localizada e reperfusao
podem dar inicio a um estado permanente de inflamacgdo cronica de baixo grau, mesmo na
fase “estdavel” (Orah 2000). A liberagdo de NP por macréfagos ativados demonstrada
durante episédios de isquemia cerebral (Anwaar et al 1999) poderia ocorrer
semelhantemente durante os episddios de oclusdo e lesdo vasculares que ocorrem na doenca
falciforme, explicando os resultados por nds encontrados. Vale lembrar que outras citocinas
sdo capazes de induzir a liberacdo de INF-y por células T e, consequentemente,
aumentariam a liberacdo de NP, como IL-2, TNF-o e GM-CSF (Brown et al 1989,
Marth et al 1994).

A correlacao entre NP e a eritropoiese nos pacientes falciformes nao foi por nos
demonstrada, diferentemente do relatado em outras doengas cronicas, como infeccdo pelo
HIV (Fuchs et al 1991), artrite reumatéide (Reibnegger et al 1986) e neoplasias
hematoldgicas (Denz et al 1990). Da mesma forma a a¢do da NP sobre o metabolismo do
Fe demonstrada em doencas inflamatérias cronicas (Fuchs et al 1991, Weiss et al 1988),

ndo foi observada nas doencgas falciformes.

O conjunto de dados por nds apresentados nos permite sugerir que pacientes
com anemia falciforme, mesmo durante a fase “estdvel” da doenga, apresentam um certo
grau de ativagdo do sistema mondcito/macréfago, representados pelos niveis elevados de
NP, o que deve contribuir para o estado de inflamagcdo cronica que esses pacientes
apresentam. Pudemos observar também que, aparentemente, a IL.-3, o IFN-y e a NP nao
tém influéncia sobre o metabolismo do Fe nas hemoglobinopatias estudadas. Nossos dados
corroboram também o conceito que a IL-3 estd interrelacionada com a sintese de Hb F nos

pacientes com doengas falciformes.
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1- Pacientes com anemia falciforme e hemoglobinopatia SC apresentaram
niveis elevados de IL-3. A correlacdo entre IL-3 e niveis de Hb total e Hb F

sugere a acdo da IL-3 como estimulante da eritropoiese.

2- Nio foi observada uma elevagcdo dos niveis de INF-y nos pacientes com

doencas falciformes.

3- Aparentemente a IL-3, o IFN-y e a NP ndo tem influéncia sobre o

metabolismo do Fe nesses pacientes.

4- Dosagens séricas elevadas de NP nos grupos SS e SC sugerem um certo grau
de ativacdo do sistema mondcito/macréfago, mesmo na fase “estavel” da
doencga em concordancia com a condi¢ao de inflamacao cronica atualmente

reconhecida na fisiopatologia da Doenca Falciforme.
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ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do projeto: ‘“Acao de citocinas na hematopoiese em pacientes com Doencas
Falciformes”

Responsavel pela condugdo da pesquisa: Profa. Dra. Helena Zerlotti Wolf Grotto

Nome do Paciente:

Idade: anos RG:

Endereco:

No. H.C.:

Esse projeto de pesquisa tem como justificativa e objetivo avaliar a relacao
entre substincias liberadas durante o processo inflamatério e a producdo de células
vermelhas do sangue. Com isso, pretende-se conhecer melhor os mecanismos envolvidos
no estabelecimento e evolucdo da anemia nos pacientes com Doencas falciformes.

O procedimento a que os voluntérios serdo submetidos ocorrerd durante a coleta
de sangue para a realizacdo dos exames requisitados pelo médico que o atendeu no
Ambulatério de Hemoglobinopatias do HEMOCENTRO/UNICAMP. Na mesma puncao de
sangue venoso serdo colhidos 2 tubos adicionais, em cujo material serdo determinados
niveis séricos de diversas citocinas e do receptor solivel da transferrina.

Serdo mantidos o sigilo e o carater confidencial das informacgdes, zelando-se
pela privacidade do paciente e garantindo-se que sua identificacdo ndo serd exposta nas
conclusdes ou publicacdes.

O paciente terd a liberdade de abandonar a pesquisa em qualquer tempo sem ter
sua assisténcia médica comprometida.

O telefone do pesquisador para esclarecer eventuais dividas € (19) 3789 3273.
O telefone da Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa para os casos de recursos ou

reclamagdes dos pacientes é: (19) 3788.8936.

Campinas, de de 2002.

Assinatura do participante Profa. Dra. Helena Zerlotti W. Grotto
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ANEXO 2- Trabalho Publicado pela revista Journal of Clinical Laboratory Analysis
20:75-79, 2006
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Journal of Clinical Laboratory Analysis 20:75-79 (2006)

High Levels of Neopterin and Interleukin-3
in Sickle Cell Disease Patients

L. Rodrigues,’ F.F. Costa,? S.T.0. Saad,? and H.Z.W. Grotto'*
"Department of Clinical Pathology, Faculty of Medical Sciences, State University of Campinas,
Campinas, Brazil
2Center of Hemotherapy and Hematology, State University of Campinas, Campinas, Brazil

Sickle cell disease (SCD) is recognized as a
chronic inflammatory condition. Cytokines
are released in response to stress or
pathological situations, and influence he-
matopoiesis. The aim of this study was to
evaluate interleukin-3 (IL-3), interferon-y
(IFN-y), and neopterin (NP) levels in stea-
dy-state patients with sickle cell anemia
(SS) (n=235) and SC hemoglobinopathy
(n = 15) in order to verify the possible action
of those cytokines and NP on iron metabo-
lism and hematopoiesis. Serum IL-3 con-
centration was higher in SS and SC groups
than in controls, whereas IFN-y levels did
not differ among groups. SS patients pre-
senting hemoglobin fetal (HbF) >8.5% had
significantly higher IL-3 levels than those
with HbF <8.5% (P = 0.0338). No correla-
tion was observed among inflammatory and

iron metabolism parameters. Significant
correlations were observed between [IL-3
and Hb levels (r=0.4633, P=0.0457),
and IL-3 and HbF levels (r=0.6011,
P=0.0065). A negative correlation was
observed between IL-3 and reticulocyte
counting (r=—0.4632, P=0.0457) only in
the SS group. NP levels were significantly
higher in the SS and SC groups than in
controls, but did not differ between SS and
SC. No correlation was observed between
NP and iron metabolism parameters. These
data suggest that IL-3 stimulates hemato-
poiesis, and that SS patients, even in steady
state, have macrophage/monocyte activa-
tion (represented by high levels of NP) that
probably contributes to their chronic inflam-
matory condition. J. Clin. Lab. Anal. 20:75-79,
2006. © 2006 Wiley-Liss, Inc.

Key words: cytokines; hemoglobinopathy; hemoglobin S; sickle cell anemia;
hematopoiesis; fetal hemoglobin; steady state

INTRODUCTION

Sickle cell disease (SCD) manifestations are due to the
substitution of a nucleotide base in codon 6 of the beta-
globin gene. Red cells containing Hb S become rigid and
are unable to pass through small arteries and capillaries.
Vasoocclusive crises associated with severe infections are
frequent, and currently both immune and inflammatory
processes are considered to be closely associated with
clinical manifestations in SCD patients (1-3). White
blood cells contribute to vasoocclusion, stimulating the
vascular endothelium to increase the expression of
ligands for adhesion molecules. Obstruction of the lumen
causes tissue damage and inflammatory reactions (4).

Cytokines are released in response to stress or
pathological conditions, and influence hematopoiesis
by enhancing or inhibiting cellular differentiation and
proliferation. For instance, stem cell factor (SCF) and
interleukins 3 and 7 (IL-3 and IL-7) stimulate hemato-

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

poiesis, and tumor necrosis factor o (TNF-o) and
interferon y (IFN-y) are inhibitory factors of erythro-
poiesis (5). IFN-y released during an infectious or
inflammatory process acts negatively on transferrin
receptor synthesis, stimulates iron capture from circula-
tion, and enhances mRNA ferritin expression. The
reduced disposable iron leads to impaired hemoglobini-
zation and anemia (6).

Neopterin (NP) is a metabolite of guanosine tripho-
sphate and is produced by monocytes/macrophages
stimulated by IFN-y (7). It is considered a useful
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marker of immunological activation, and NP measure-
ment has been used to predict transplant rejection and
monitor infectious autoimmune disorders and renal
diseases (reviewed in Ref. 8).

There is a decreasing in blood iron content during
immune response. Supposed mechanisms involved in
hypoferraemia, such as iron request for proliferation
and differentiation of immune cells, and ferritin
production stimulated by TNF-a, IL-1, and IL-6, lead
to a reduction in circulating iron. In addition, lower
intracellular iron concentration increases the release
of NP by monocytic cells stimulated by IFN-Y (9).
NP has an indirect inhibitory effect on erythropoiesis
by decreasing erythropoietin mRNA levels (10).

Increased NP concentrations are observed in infec-
tious diseases, malignancies, and autoimmune diseases
(reviewed in Ref. 8). Previous studies showed an inverse
correlation between NP levels and hemoglobin, and
a positive correlation between NP and ferritin levels
in patients with chronic diseases with accompanying
anemia (11).

There is evidence that a chronic inflammation condi-
tion exists in SCD patients even in steady state (1).
The aim of this study was to evaluate the cytokine and
NP levels in SCD patients and investigate the possible
relationship between the inflammatory process and
erythropoiesis in sickle cell anemia (SS) and SC
hemoglobinopathy patients.

MATERIALS AND METHODS

Fifty SCD patients (35 SS homozygous and 15 SC
double heterozygous) who were seen at the Center of
Hemotherapy and Hematology, State University of
Campinas, SP, Brazil, in steady state (no acute
complications) were studied. They ranged in age from
17 to 54 years (mean = 34 years) in the SS group, and
from 14 to 48 years (mean = 30 years) in the SC group.
Twenty-six healthy individuals (21-50 years old,
mean = 35 years), without clinical and laboratory data
concerning anemia or infection/inflammatory disease
were selected as the control group. There was no
significant difference in age and gender distribution
among the studied groups (Kruskal-Wallis test). None
of the patients were receiving hydroxyurea treatment
or had received a blood transfusion during the 3 months
prior to sample collection.

Informed consent was obtained from all individuals,
consistent with the guidelines of the local ethics
committee.

Laboratory Studies

Blood samples were collected by venipuncture. Serum
was stored at —20°C until assayed. Complete blood
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counts (CBCs) and reticulocyte counts were determined
with the use of the Sysmex XE-2100 (Sysmex, Kobe,
Japan). HbF measurement was obtained by high-
performance liquid chromatography (HPLC, Bio-Rad
Variant; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Iron
metabolism was assessed by serum iron (SI), total iron
binding capacity (TIBC; Synermed International, West-
field, IN), and serum ferritin (SF; Elecsys; Roche
Diagnostics, Germany) levels.

— For the erythropoiesis evaluation, soluble receptor
of transferrin (sTfR) was detected by nephelometry
(Dade Behring, Marburg, Germany), and erythropoietin
(EPO) was detected by immunometric assay (Immulite
EPO; DPC, Los Angeles, CA).

— Serum levels of cytokines and NP were measured
using commercially available immunoassays kits: using
IL-3 (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), IFN-y
(Pharmingen, San Diego, CA), and NP (IBL Immuno-
Biological Laboratories, Hamburg, Germany). The
kits used to measure IL-3 and IFN-y employed a
high-sensitivity technique.

Statistical Analysis

The Mann-Whitney test was used to compare two
independent groups, and Kruskal-Wallis was used to
compared three or more groups. Spearman’s rank
correlation was used in the correlation analyses. The
data are presented as the median and range. Statistically
significant differences were defined as comparisons
resulting in P<0.05. All of the calculations were made
in the SAS System for Windows, version 8.2 (SAS
Institute Inc., Cary, NC).

RESULTS

Our results showed that, as expected, anemia and
hemolysis degrees were more severe in SS patients than
in patients with SC hemoglobinopathy, according to
Hb and reticulocyte values. Erythropoietic activity was
evaluated by sTfR measurement and it was higher
in SS patients than in the SC group, and both were
higher compared to the control group (Table 1). A
positive correlation between sTfR and reticulocyte
counts was observed in SS patients (r=0.4341,
P =0.0091). Regarding iron status, SS and SC patients
showed SI and TIBC levels significantly lower than
the control group, but serum ferritin values were
higher in both groups compared to control individuals
(Table 1).

Nineteen SS patients (54.2%), seven SC patients
(46.6%), and 12 control individuals (46.1%) had
detectable levels of serum IL-3. In those individuals



TABLE 1. Hematological and iron status parameters in SS
and SC patient groups, and control group (median and range)
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TABLE 2. Cytokines and NP levels in control and patient
groups (median and range)

Control group (C)  SS group SC group Control
Parameters (n=26) (n=2395) (n=15) group (C) SS group  SC group P value
Hb (g/dL) 14.0 8.2%** 12.0%** 1L-3 17.3 (n=12) 46.6 (n=19) 67.3 (n=7) 0.0350 (SS x C)
(12.0-17.3) (5.4-14.1) (9.5-14.1) (pg/mL) (3.10-116.4) (11.5-296.0) (12.2-145.0) 0.0280 (SC x C)
Hb F (%) 1.05 6.3%** 1.5%%*
(0.3-1.3) (0.7-22.0) (0.3-6.1) IFN-y 20m=12) 25m=19) 20 (n=7) NS
RTC ( x 10°/L) 43.2 246.8%** 108.9%** (pg/mL)  (1.1-6.0)  (1.0-22.0)  (1.0-3.6)
(18.9-93.1) (131.5-606.2) (63.9-201.3)
WBC ( x 10°/L) 6.6 g gk 7 g%* NP 3.95 (n=26) 6.90 (n=35) 5.9 (n=15) <0.0001 (SS x C)
(3.3-11.5) (4.0-15.1) (3.1-12.6) (nmol/L) (2.2-7.5) (2.8-33.0)  (2.5-8.9) 0.0336 (SCxC)
s,k %%
sTfR (mg/L) (0‘91;53.1) (39‘~1894_19‘5) (;;?—6.01) NP,.ﬁneolzterin; IL-3, interleukin 3; IFN-y, interferon y; NS, not
SI (ug/dL) 84.0 58.0* 63.0* sighihcant.
(36.0-158.0) (25.0-145.0) (30.0-97.0)
TIBC (png/dL) 372.5 236.0™** 329.0%** TABLE 3. Hb, sTfR, IL-3, IFN-y, and NP levels in SS patient
(291.0-493.0) (87.0-390.0) (192.0-449.0) subgroups according to HbF percentage (median and range)
SF (ng/mL) 51.9 118.7* 201.3*
(13.0-252.6) (27.5-2385.0)  (16.6-1773.0) HHbFSS LHbFSS
EPO (um/mL) 8.3 64.17%** 27.5%** (n=14) (n=21) P value
(4.2-17.2) (16.2-274.0) (12.2-5.3)
Hb (g/dL) 8.6 7.1 0.0116
Hb, hemoglobin; Hb F, fetal hemoglobin; RTC, reticulocyte count; (6.5-14.1) (5.4-10.2)
WBC, white blood cells; sTfR, soluble transferrin receptor; SI, serum NP (nmol/L) 6.2 7.0 0.3722
iron; TIBC, total iron-binding capacity; SF, serum ferritin; EPO, (3.1-14.0) (2.8-33.0)
erythropoietin. sTfR (mg/L) 8.74 10.2 0.3206
*P<0.05x%C. (3.19-19.5) (6.93-15.6)
**P<0.05 SS x SC groups. IL-3 (pg/mL) 74.7 (n=9) 32.6 (n=10) 0.0338
(11.5-296.0) (14.4-103.10)
IFN-y (pg/mL) 2.0 (n=06) 2.7 (n=13) 0.40470
(1.1-16.7) (1.6-22.0)

serum IL-3 concentrations were statistically higher in
the SS and SC groups compared to the control group
(P=0.0350 and P =0.0280, respectively), but not
between the patient groups. NP levels were significantly
increased in the SS and SC groups compared to controls
(P<0.0001 and P =0.0336, respectively). Between SS
and SC patients there was no difference (Table 2).
Positive significant correlations between IL-3 and Hb
(r=0.4633, P=10.0457), and IL-3 and HbF (r = 0.6011,
P =0.0065) were observed, and a negative correlation
between IL-3 and RTC (r=-0.4632, P=0.0457)
was observed in the SS group but not in the SC and
control groups.

Twelve healthy controls (46.1%), 19 SS patients
(54.2%), and seven SC patients (46.6%) had detectable
levels of IFN-y, and the difference among groups was
not significant (Table 2).

When SS patients were subdivided according to Hb F
levels, 21 showed Hb F<8.5% (LHbFSS) and 14 had
Hb F<8.5% (HHDbFSS). Total Hb levels were lower
in LHbFSS patients than in HHbFSS patients (P =
0.0116). IL-3 concentrations were significantly higher
in HHbFSS patients (P =0.0338) than in LHDbFSS
patients. IFN-y, NP, and sTfR levels did not differ
between the groups (Table 3).

Hb, hemoglobin; NP, neopterin; sTfR, soluble transferrin receptor;
IL-3, interleukin 3; IFN-y, interferon y; HHbFSS, HbF>8.5%;
LHbFSS, Hb F <8.5%.

DISCUSSION

The role of inflammation in the physiopathology
of SCD has been the target of recent investigations
(3,4,12). The rigid sickle erythrocyte interacts with
leukocytes, platelets, plasma proteins, and blood vessel
walls, reducing the blood flow and causing infarcts in
different organs. Several molecules mediate leukocyte
adhesion to the vascular endothelium, such as inter-
cellular adhesion molecule (ICAM), platelet endothelial
cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) and L-selectin.
Vasoocclusion causes ischemia, infarction, and pain.
Vasoactive substances, interleukins, and highly reactive
oxygen radicals are released from leukocytes, causing
oxidative damage and increasing the inflammatory
reaction (4).

IFN-y participation in inflammatory process in SCD
is not completely elucidated. Raghupathy et al. (13)
reported that IFN-y plasma levels are similar in SS
patients and controls, and Taylor et al. (14) observed
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lower IFN-y levels in steady- and crisis-state SCD
patients. In another study elevated levels of IFN-y were
observed in steady-state SCD patients compared to
normal subjects, but there was no difference between
steady- and crisis-state groups (15). In our study patients
with SCD presented IFN-y levels similar to those
in controls, in agreement with Raghupathy et al. (13).
The great diversity of IFN-y level determinations in
clinical studies is probably due to IFN-y instability
and to the technical limitations of plasma detection by
current assays.

Proinflammatory cytokine IFN-y seems to affect iron
homeostasis by different mechanisms: IFN-y depresses
TfR expression by transcriptional and post-trans-
criptional mechanisms, induces ferritin mRNA expres-
sion in macrophages. In contrast, it represses ferritin
mRNA translation by nitric oxide action on IRP-IRE
binding within the 5 untranslated mRNA region
(reviewed in Ref. 6). According to our results, the lack
of correlation between IFN-vy levels and iron parameters
in SS and SC patients with detectable serum IFN-y
levels suggests that high levels of ferritin in SCD patients
are due to the hemolysis process, which supplants the
cytokine action. However, the exact role of IFN-y in
hematopoiesis in SCD requires further studies for better
elucidation.

Interestingly, values of NP, a product of macrophage/
monocyte activation by IFN-y, were significantly higher
in SS patients. NP measurement has an advantage over
other immune system mediators because NP is biologi-
cally stable and has been studied as a marker associated
with cell-mediated immunity in infectious, malignant,
autoimmune, and chronic inflammatory diseases (re-
viewed in Ref. 8). NP plays physiological roles in
inducing apoptosis (16) and enhancing the effect of
hydrogen peroxide and chloramine and their toxicity
against microorganisms (17).

No correlation between circulating IFN-y and NP
levels was found in our study, in contrast to previous
findings in infectious diseases and allograft recipients.
NP measurement appears to be superior to IFN-y
because it may reflect the effect of the synergism
between other cytokines and IFN-y on the macrophage
population. In addition, NP is biologically stable
and easily quantified in human body fluids (reviewed
in Ref. 9).

An association between increased NP levels and
abnormalities of the hematopoietic systems has been
described in patients with malignant and infectious
diseases. An inverse correlation between Hb and NP
levels was also observed, and NP was associated with
abnormalities of iron metabolism (18,19). In our study
no correlation between Hb and NP levels, or among NP
and several iron parameters was observed, suggesting
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that NP does not interfere in erythropoiesis and iron
metabolism. Higher NP levels in SS patients are
probably due to the chronic inflammatory process. It
has been demonstrated that during intravascular hemo-
lysis, the physical separation of hemoglobin from
endothelium is disrupted, resulting in efficient nitric
oxide scavenging and endothelial dysfunction (20).
Activation of macrophages during vascular injury
in SCD may lead to release of NP into the blood
stream, as demonstrated in an acute episode of cerebral
ischemia (21).

Croizat and Nagel (22) studied the participation of
circulating cytokines in erythropoiesis in SCD. Stem cell
factor (SCF) and granulocyte-macrophage colony sti-
mulating factor (GM-CSF) were higher in LHbFSS
than in HHbFSS, and transforming growth factor-f3
(TGF-B), an inhibitor cell growth, was lower in patients
with low levels of HbF, indicating a permanent state
of overall increased hematopoiesis in LHbFSS patients
in response to higher erythropoiesis stress.

IL-3 is a multilineage stimulator that, in addition
to acting with other growth factors, interacts with EPO
to stimulate primitive erythroid stem cell (23). The
stimulatory effect of IL-3 on erythropoiesis was
demonstrated in our study, since IL-3 levels were
significantly higher in SS and SC patients compared to
controls. IL-3 control of hematopoiesis was determined
to be more consistent by comparing IL-3 values in SS
subgroups with different levels of HbF: elevated 1L-3
concentrations were observed in HHbFSS compared
to LHbBFSS, in accordance with previously reported
results. Studies have shown that levels of IL-3 in SS
patients are specifically linked to the degree of hemato-
poietic stress, which is lower in HHbFSS patients due
to the inhibitory effect of HbF on the polymerization
of deoxy HbS (22,24).

The lack of correlation between EPO and Hb, and
between EPO and HbF may be a consequence of a
complex association of variables involved in anemia
in SCD, such as renal damage, fault in folic acid
supplement and presence of infection process. All
of those variables may contribute to a  relative
reduction of EPO levels for the degree of
anemia (25).

In conclusion, this study demonstrates the influence
of IL-3, IFN-y, and NP on iron metabolism in SCD
patients. The observed correlation between interleukin
and Hb/HDF levels suggests that IL-3 has a positive
action on hematopoiesis in SCD patients. As far as we
know, this is the first study to evaluate NP in SCD. Our
data indicate that SS patients, even in steady state,
present a macrophage/monocyte activation, represented
by high levels of NP, that probably contributes to the
chronic inflammatory condition of SS patients.
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Tabela 4 - Valores de referéncia do grupo de controles normais.
num. | Id | Sex BI BT Hb F Hb MCV MHC | RTC | RTC# WBC sTfR FS Fe TIBC NP IL3 INFy EPO
(mg/dL) | (mg/dL) [ % (gdL) | (L) (pg) % | (x106) [ (x103/uL)| (mgn) | (mg/ml) | (ug/dL) | (U/dL) | (nmol/L) | (pg/mL) (pg/mL) (mU/mL)
501 | 44 | F 0,20 0,30 0,40 13,30 92,70 32,40 | 1,60 64,90 4,80 1,20 24,70 41,00 394,00 3,00 100,00 Hokok 6,2
503 | 46 | F 0,70 0,80 1,30 13,60 94,10 32,20 | 2,10 89,30 6,00 1,10 132,80 101,00 416,00 3,80 Hokok 1.8 11,1
505 | 21 F 0,20 0,30 0,30 12,00 91,50 31,10 | 1,20 44,40 6,00 1,90 17,80 36,00 359,00 4,00 Hokok Hokok 9,2
506 | 33 | F 0,30 0,40 0,50 14,00 91,40 31,80 | 0,60 28,20 7,20 1,80 66,40 112,00 491,00 3,80 bk Hokok 12,4
507 | 32| M 0,60 0,70 1,20 15,90 88,20 31,20 | 1,00 51,90 6,90 1,30 252,60 68,00 363,00 5,20 Hokok 2,2 6,9
508 | 27 | F 0,20 0,30 0,70 13,20 88,90 31,30 | 1,10 46,00 11,50 1,40 26,50 78,00 381,00 3,20 bk 2,0 6,5
509 | 25| F 1,60 2,20 1,20 12,90 92,80 31,20 | 0,50 21,90 9,70 1,50 50,10 101,00 350,00 2,20 Hokok 6,0 9,9
510 | 31 F 0,30 0,40 0,40 13,00 85,20 29,10 [ 0,80 36,20 8,60 1,70 18,40 119,00 367,00 4,20 17,30 1.4 6,8
511 | 50 | F 0,40 0,50 0,50 14,60 89,00 31,40 | 1,40 62,80 4,90 1,80 212,10 69,00 384,00 3,90 116,40 23 6,6
513 |24 | M 0,50 0,70 1,00 14,30 90,30 30,80 | 0,80 35,30 3,30 1,60 113,50 133,00 388,00 3,20 113,40 1,1 6,6
516 | 22 | F 0,30 0,40 0,90 13,60 89,20 31,10 | 1,60 67,70 5,40 1,30 37,40 119,00 493,00 3,80 Hokok 2,0 10,0
517 139 | M 0,40 0,50 0,30 15,50 89,10 31,80 | 0,60 29,20 5,00 1,20 51,80 99,00 379,00 3,40 Hokok Hokok 8,2
518 | 46 | F 0,50 0,60 1,20 14,50 86,30 30,60 | 1,10 53,60 4,80 1,20 35,80 85,00 347,00 3,40 Hokok Hokok 7.4
519 |40 | M 1,00 1,30 1,20 15,90 88,70 30,90 | 1,30 64,80 7,90 1,20 178,70 112,00 291,00 5,30 Hokok Hokok 7,7
520 | 32 | M 0,80 1,00 0,40 16,00 89,80 32,70 | 0,90 42,10 5,40 2,90 222,30 82,00 306,00 4,00 Hokok 34 8,60
521 | 41 F 0,40 0,40 0,30 14,00 88,90 30,60 | 0,50 21,50 8,30 1,10 80,70 82,00 337,00 4,00 17,30 1,1 8,30
522 |42 | M 1,00 1,30 1,21 17,30 90,60 33,10 | 1,80 93,10 6,70 1,90 138,10 106,00 400,00 4,70 7,50 Hokok 17,00
523 | 33 F 0,50 0,70 0,70 13,70 87,40 30,20 | 0,60 28,10 4,70 1,70 41,80 96,00 330,00 7,50 3,10 Hokok 12,70
525 | 50 | F 0,40 0,50 1,00 13,60 89,50 30,90 | 1,20 50,60 6,50 1,60 47,60 67,00 358,00 3,40 13,30 Hokok 9,00
526 | 38 | F 0,30 0,40 1,10 12,90 90,90 31,70 | 0,70 28,90 9,30 1,40 66,40 158,00 442,00 4,50 Hokok Hokok 6,30
527 | 34 | F 0,40 0,40 1,30 12,90 94,90 32,60 | 1,00 40,80 8,70 0,90 59,60 72,00 291,00 4,10 okok 1,10 4,20
528 | 46 | F 0,60 0,70 1,20 13,30 89,50 31,00 | 0,80 35,20 5,30 1,50 38,90 68,00 390,00 6,80 Hokok 5,10 9,20
529 | 26 | M 0,50 0,70 1,25 16,10 87,40 30,20 | 0,60 32,00 6,90 3,10 52,00 84,00 319,00 7,50 17,70 Hokok XXX
531 | 23 F 0,50 0,70 1,27 14,10 87,70 29,80 [ 0,40 18,90 7,50 1,30 13,00 84,00 378,00 3,80 20,60 Hokok 8,70
532 | 33 F 0,50 0,60 1,26 14,50 88,40 29,60 | 1,30 62,20 6,90 1,70 22,70 76,00 381,00 3,60 8,90 Hokok 5,00
533 143 | M 0,40 0,50 1,26 16,60 90,30 30,90 | 1,00 55,40 5,70 3,00 142,00 61,00 340,00 5,10 16,20 Hokok 17,20




BI: Bilirrubina Indireta (< ou = 0,8 mg/dL)*

BT: Bilirrubina Total (< ou = 1,0 mg/dL)

Hb F: Hemoglobina Fetal (< ou =2%)

Hb: hemoglobina (14,0-18,0 g/dL para homens e 12,0-16,0 g/dL para mulheres)
MCYV: volume celular médio (80-96 fL. para homens 27-32 fL. para mulheres)
MCH: hemoglobina celular média (27-32 pg)

RTC: reticulécitos (37,0-135,0 x 10°/uL)

RTC#: reticuldcitos absolutos (50-100x10°/L)

WBC: Leucécitos (4,0-10,0 x 10°/uL)

sTfR: receptor soluvel de transferrina (0,83-1,76 mg/L)

FS: Ferritina sérica (30-400 ng/mL para homens e 13-150 ng/mL para mulheres)
Fe: Ferro sérico (40-160 pg/dL para homens e 30-160 pg/dL para mulheres)
TIBC: Capacidade total de saturacdo de ferro (250-400 U/dL)

NP: neopterina (<10 nmol/L)

IL3: interleucina 3 (< 31,2 pg/nL)

INFy: interferon y (<5,5 pg/mL)

EPO: eritropoietina (2,6-34 mU/mL)

*#%* Valores nao detectaveis
* Valores em paréntesis correspondem aos valores de referéncia.

XXX Nao quantificado

Anexos
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Tabela 5 - Valores encontrados nas analises dos pacientes SC.

num BI BT |HbF| HB | MCV | MCH | RTC | #RTC WBC sTR FS Fe TIBC NP IL3 INFy EPO

Id | Sex | (mg/dL) | (mg/dL) [ (%) | (gdL) | (L) (pg) % |(x106/uL) | (x103/uL) | (mg/L) | (mg/ml) | (ug/dL) | (U/dL) | (nmolL) g/mol | (pg/mL) [ (mU/mL)
9013 41| F 1,10 1,40 3,60 9,50 86,50 2920] 416 135,20 12,04 3,04 758,40 81,00 [ 350,00 2,50 26,10 1,40 27,50
9015 [ 29 [ M 1,00 140 150 1090 80,10 27,50 5,07 201,30 8,85 6.01 236,40 71,00 [ 290,00 8,00 | 145,00 e 36,70
918 | 32 | F 1,10 1,50 092]| 1250 77.20| 2740 1,84 83,90 11,13 3,18 201,30 72,00 [ 284,00 5,90 sk 23,60
919 | 29 | M 1,20 1,70 060| 13,60| 7560 27,70| 3.55 174,30 8,51 3,20 217,80 88,00 | 219,00 3,90 s o 13,60
9020 | 29 | M 1,50 2,10| 030 13,50 6840| 24,50 1,44 79,30 3,18 4,05 154,10 30,00 | 192,00 7,50 o 23,90
9025 [ 26 [ M 1,20 1,60 200 1000 8250 2920[ 436 149,50 12,64 449 1.773,00 97,00 | 385,00 8,90 2,30 27,10
9029 [ 36 [ M 0,90 140| 050 1160] 7870 28,10 3,24 133,80 4,03 4,08 16,66 51,00 | 362,00 5,70 2,00 54,40
9031 [ 27 | F 0,70 1,00 310 11,10 8540[ 3060] 1,98 71,90 5,51 3.46 20,87 50,00 [ 329,00 5,10 ok 95,30
9034 | 48 | F 0,80 1,10 060 10,70 83,90 30,10| 3,74 132,80 8,85 2,77 690,60 59,00 [ 353,00 8,10 1,40 37.20
9058 | 25 | F 0,30 0,50| 6,10 1290 77,50 28.40| 1,68 76,30 5,46 2,78 52,75 97,00 | 449,00 8,10 ok 4420
9059 | 19 | F 2,10 2,90 0,60 1400 80,50 29,60 1,35 63,90 11,60 2,25 16,68 52,00 [ 343,00 5,90 ok ok 12,30
9053 | 42 | M 1,00 140| 1,40 1200| 7850 2830| 3,57 152,40 7,70 4,04 203,20 46,00 [ 244,00 2,70 ok 46,80
9046 | 26 | F 1,40 2,00 250 11,70 8040 29,00 1,96 79,00 9,36 427 147,40 73,00 | 321,00 3,10 3,60 12,20
9065 | 22 | M 1,20 1,80 1,80 14,00 77,00 29,00 224 108,90 4,80 3,58 217,00 40,00 [ 323,00 8,50 26,10 1,10 29,80
9038 | 14 | M 1,50 2,10 2,10 1230| 7570 27,70 1,53 6790 | 5,61 3.87 84,47 63,00 | 345,00 3,90 | 136,00 3,40 26,40




Tabela 6 - Valores encontrados nas analises dos pa

num

9039
9054
9055
9061
9056
9022
9001
9043
9045
9021
9042
9024
9008
9049
9033
9003
9004
9002
9017
9028
9016
9041
9007
9052
9032
9011
9035
9036
9037
9040
9044
9050
9062
9063
9064

Id

40
45
41
43
21
35
32
17
31
33
33
21
21
39
37
22
20
33
36
42
23
38
40
32
40
29
35
49
26
35
44
27
28
29
54

sex

e T T I B - T - B - T o I T B o T B o T B o T B o T B o T B - T B - T - R - 4

BI
(mg/dL)
1,20
0,70
4,20
2,90
2,20
1,70
2,80
2,80
1,00
1,30
9,50
3,80
0,90
0,90
2,20
1,70
4,00
1,20
3,30
2,20
5,50
2,50
4,70
8,40
0,80
3,30
4,50
3,50
3,10
1,00
1,00
0,90
3,00
1,40
2,20

BT

(mg/dL)
1,60
0,90
5,00
3,70
3,00
2,30
3,40
3,40
1,50
1,70
13,90
4,90
1,60
1,20
2,70
2,30
4,80
3,90
4,30
2,90
6,00
3,20
5,30
8,90
1,20
4,20
5,00
4,80
4,80
1,40
1,50
1,30
4,00
2,00
2,90

Hb F

(%)
1,80
4,00
4,00
7,30
5,30
6,30
4,70
2,00
18,50
4,20
7,80
3,10
2,20
0,70
9,90
18,50
10,00
2,50
5,90
1,10
10,50
7,20
6,00
4,40
8,60
11,70
5,70
19,60
10,60
19,60
11,40
19,30
5,90
22,00

19.50

HB
(g/dL)
10,10
5,90
8,70
9,40
7,30
5,40
7,10
5,60
8,50
8,00
6,70
6,80
8,90
10,20
9,30
7,50
8,00
5,70
7,00
7,60
8,50
6,50
7,10
6,50
6,90
6,50
8,20
9,60
9,40
8,90
8,60
8,70
8,20
11,40
14,10

MCV
(fL)
74,40
89,80
87,00
88,20
92,00
91,20
87,90
86,80
96,10
94,30
96,40
82,60
76,80
67,00
91,10
96,90
24,20
85,10
87,30
89,60
85,90
92,10
87,00
88,00
98,10
93,30
82,20
86,90
89,30
80,10
95,10
112,70
95,40
108,70
77,00

MCH
(pg)
25,30
31,70
30,60
31,60
32,40
34,00
29,60
29,60
33,10
32,50
34,50
28,90
24,00
22,00
33,00
33,60
28,90
29,40
31,70
31,50
29,90
32,00
31,80
32,50
31,90
33,70
29,20
29,90
32,30
27,70
32,30
40,80
34,60
39,60
29,00

cientes SS.

RTC

(%)
512
11,24
9,89
12,58
18,09
10,52
733
7,22
12,26
9,40
25,18
15,86
6.16
438
12,11
532
733
8,93
12,97
1033
4,63
16,79
11,17
11,12
16,43
17,05
8.21
8,79
20,83
6,44
9,28
8,29
13,68
5,03
2,24

RTC#
(x106/uL)

204,30
209,10
280,90
373,60
407,00
167,30
175,90
136,50
315,10
231,20
488,50
372,70
228,50
203,20
341,50
118,60
203,00
173,20
286,60
249,00
131,50
340,80
249,10
222,40
354,90
329,10
230,70
282,20
606,20
206,70
246,80
176,60
324,20
144,90
334,80

WBC
(x103/uL)
9,23
10,10
8,56
10,03
12,69
12,85
6,76
11,55
8,55
8,24
14,79
8,86
6,90
7,60
10,13
8,64
10,37
7,69
11,29
8,41
9,39
14,28
11,30
13,98
13,58
10,21
7,67
10,14
15,19
8,72
7,82
7,57
9,29
8,37
10,50

sTfR
(mg/L)

11,70
8,59
9,09
12,00
9,68
7,56
9,39
12,30
10,80
9,30
10,80
10,70
7,80
10,40
11,90
6,47
8,37
12,10
10,20
9,84
5,87
13,10
9,58
15,60
7,21
12,00
6,93
14,20
12,30
8,65
5,76
4,80
11,50
3,19
19,50

FS
(ng/mL)

47,79
1.647,00
68,45
98,89
1.818,00
511,20
27,53
33,88
704,50
103,30
172,10
71,41
255,10
47,59
44,05
87,37
216,20
27,87
67,35
37,83
310,20
429,90
33,30
259,80
440,20
172,10
93,33
2.385,00
118,70
78,47
2.286,00
575,50
1.952,00
369,00
102,00

Fe
(ng/dL)
28,00
54,00
88,00
79,00
83,00
110,00
36,00
45,00
145,00
28,00
58,00
80,00
27,00
25,00
77,00
63,00
45,00
48,00
62,00
48,00
68.00
43,00
59,00
129,00
79,00
54,00
73,00
41,00
111,00
42,00
79,00
46,00
40,00
62,00
89,00

TIBC
(U/dL)

372,00
239,00
335,00
267,00
223,00
162,00
188,00
145,00
216,00

87,00
192,00

90,00
224,00
390,00
258,00
258,00
280,00
165,00
266,00
337,00
219,00
198,00
273,00
236,00
301,00
178,00
229,00
288,00
241,00
236,00
235,00
208,00
147,00
297,00
255,00

NP

(nmol/L)
6,20
7,50
4,00
6,90
7,60
7,00
8,70
6,40
7,50
19,00
33,00
9,70
6,40
2,80
14,00
7,00
5,80
8,40
8,30
6,70
5,20
7,70
4,00
4,50
6,70
4,30
5,50
14,00
7,50
3,10
9,50
3,20
8,50
4,60
8,00

IL3

(pg/mL)
62,80
skekskeok

14,40
kot
27,50
33,40
103,00
11,50
137,50

51,00
74,70
119,40
18,80
296,00
110,40

INFy
(pg/mL)
1,60
3,80
2,50
2,70

EEes
1,60

sk
5,10
4,70
1,60
5,30

EPO

(mU/mL)
62,80
60,10
73,50
40,30
274,00
40,10
134,00
116,00
78,40
41,90
24,70
145,00
51,80
70,40
40,40
95,60
59,50
70,20
89,40
102,00
32,00
126,00
85,00
58,60
179,00
48,60
71,90
37,00
44,80
16,20
40,60
71,90
145,00
34,40
64,10
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