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RESUMO



A hemoglobina Fetal (HbF) é um inibidor eficaz da polimerizacio da HbS.
A hidroxiuréia (HU) ¢ usada para aumentar a sintese de HbF ¢ melhorar a evolugio clinica
de pacientes com sindromes falciformes. Foram estudados uma série de pardmetros
laboratoriais relativos a produgdo de HbF e a resposta dos reticuldcitos (RTC), e foram
comparados os dados entre 2 grupos: 13 pacientes com sindromes falciformes tratados com
HU e 33 pacientes com sindromes falciformes sem tratamento. No grupo tratado com HU,
os resultados mostraram uma maior concentragdo de Hb, no volume corpuscular médio
(VCM), na hemoglobina corpuscular média (HCM), no volume corpuscular médio dos
RTC (VCMTr), na concentragio de HbF, na porcentagem de células F e na quantidade de Hb
F/célula F. O oimero de RTC, o indice médio de fluorescéncia (MFI) e o nimero de
neutréfilos foram significativamente menores em pacientes usando HU. Houve uma
correlacdo significativa entre 0 VCMr e os niveis de HbF ¢ entre 0 VCMr ¢ as células F em
pacientes tomando HU. A concentraciio de HbF/célula F foi significativamente maior em
pacientes tratados com HU, mas este aumento aparentemente é independente da producio
de células F. Esses dados demonstram que os pardmetros reticulocitarios fornecidos por
analisadores hematologicos de ultima geracfo, podem ser uteis para acompanhar as
mudangas eritropoi€ticas em pacientes usando HU e, permitem uma melhor compreensio

de como essa terapia induz o aumento da producfio de HbF e celsF nos pacientes com

sindromes falciformes.
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1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A sintese das cadeias da molécula de hemoglobina (Hb) é codificada por grupos
de genes localizados em 2 cromossomos: no cromossomo 16 (brago curto, 16p 13.3) estdo
as seqiiéncias de genes responsdveis pela sintese das cadeias & e o e no cromossomo 11
(brago curto, 11p 15.5) os genes das globinas ¢, v, 8 e . Na vida embriondria a combinago
dessas cadeias da origem as hemoglobinas Gower 1 ({e;), Gower 2 (awe; ) e Portland
(&¥2). Ao redor da 12° semana de gestagdo inicia-se a produgio de Hb fetal (Hb F),
constituida de 2 cadeias a e 2 cadeias y que vai predominar durante todo o periodo fetal. No
3% trimestre da gravidez ocorre a gradativa substituigdo da sintese das cadeias v pelas
cadeias P, iniciando assim a producfio de Hb A (xf) que, apdés o nascimento &
acompanhada de pequenas quantidades de Hb A; (¢128;) e Hb F (Figuras 1 ¢ 2) (Hoffbrand
& Pettit 1995; Olivieri & Weatherall 1998). As proporgdes de cada Hb sdo as seguintes:

- a0 nascimento: 70-80% Hb F - 208 6 meses: > 95% Hb A
2-3% Hb A, 2-3% Hb A,
15-25% Hb A 0-2% HbF

Figura 1: Organizacfo dos agrupamentos génicos (Hoffbrand & Pettit 2001).

Introducdo
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Figura 2: Locais de sintese das cadeias globinicas no embrifo, no feto e no adulto

{Hoffbrand & Pettit 2001).

A existéncia da Hb F foi aventada por Korber em 1866 que, analisando
hemolisados de recém-nascidos, observou que estes hemolisados eram resistentés a
desnaturacdo em pH alcalino, sugerindo que algumas células continham uma hemoglobina
com uma estrutura diferente. Esta hipétese foi fortalecida em 1949 por Jope, que observou
que a hemoglobina do recém-nascido apresentava uma maior absorbincia que a do adulto.
Em 1937, Pauling e col., através da andlise do N-terminal das cadeias globinicas, sugeriram
que a Hb F era um tetrAmero com 2 subunidades em comum com a hemoglobina A, que
seriam as 2 cadeias o e oufras 2 subunidades com uma estrutura diferente, o que eles
chamaram de cadeias nfo- o. Essas subunidades diferentes correspondiam as cadeias v, que
assim como as cadeias B, continham 146 residuos, diferindo em 39 deles, de acordo com
estudos de Schroeder e col., em 1963. Concluiu-se entfo, que a Hb F era composta por
2 cadeias o ¢ 2 cadeias v (ozy2). Em 1968, Shroeder ¢ col. relataram existir uma
heterogeneidade na sequéncia das cadeias y, resultante de dois tipos de cadeia y, de acordo

com o aminodcido presente na posicio 136: a y“ (glicina), ¢ a y* (alanina).

Introducdo
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Na vida fetal, a proporgio é de 75% de cadeias v° para 25% de cadeias y*. Apds o
nascimento temos 4(3% de cadeias yG para 60% de cadeias y* (Bunn & Forget 1986).

Os mecanismos envolvidos nas substituicdes das diferentes cadeias de globina
durante o desenvolvimento embrionario nfo estio totalmente elucidados. E sabido que o
estado de metilaciio dos genes estd envolvido (genes expressos tendem a ser hipometilados
e os ndo-expressos hipermetilados). Outros fatores, como o estado de condensagdo dos
Cromossomos € a participagdo de seqiiénecias promotoras determinam se um gene serd ou
nZo transcrito (Hoffbrand & Pettit 1995; Olivieri ¢ Weatherall 1998). Em algumas
situagdes, a sintese de cadeias y pode persistir na vida adulta, como na Persisténcia
Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHY), onde dele¢Ges génicas ou mutacdes de ponto na
regido promotora dos genes y ativam 0s genes ou impedem que mecanismos repressores

atuem na inibicBo dos mesmos (Grosveld e col 1993; Wood 1993; Olivieri &
Weatherall 1998).

Em condigbes de expansfo eritrdide aguda, pés-quimioterapia, pos-transplante
de medula 6ssea, ou em certas doencas malignas como na leucemia mieldide cronica
juvenil, pode haver uma reativacdio da sintese de cadeias y e aumento da produgdo de

celulas F (cels F) e, consequentemente, a detecco de niveis elevados de Hb F
{Olivieri & Weatherall 1998; Weatherall 2001).

As Sindromes Falciformes (SF) compreendem um grupo de doengas
hereditarias que tém, como caracteristica comum, a presenca de hemacias em forma de
foice. Isso acontece devido a presenca da hemoglobina S (Hb S), um tipo anémalo de Hb,
proveniente da substituicio de uma Unica base no codon 6 do gene da globina beta, onde
uma adenina (A) ¢é substituida por uma timina (T) (GAG—GTG), resultando na
substituicdo do dcido glutdmico pela valina (Beutler 2001). Esta substitui¢io ocorre na
superficie da molécula, alterando sua carga, j4 que o 4cido glutAmico é carregado
negativamente e a valina tem carga peutra. Como resultado, a Hb S tem sua mobilidade
eletroforética mais lenta do que a Hb A em direcéio ao pélo positivo quando em pH alcalino
(Douglas & Frederick1995; Ramalho 1986). As moléculas de Hb S, na sua forma

desoxigenada, tém uma forte tendéncia a polimerizarem, formando miltiplos microtabulos

Introdugio
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de moléculas de Hb. Esta polimerizacéo, e a conseqgiiente formacéo de fibras, converte a Hb
de um liquido de fluxo livre em um gel viscoso e termina por conduzir a uma distor¢do das

hemacias, que adquirem um formato falciforme (Rodgers 1997).

O afoicamento da hemdcia é primeiramente um fendémeno reversivel, ou seja,
com a oxigenagdo a Hb S retorna ao estado despolimerizado. Entfio, com episédios
repetidos de oxigenacfio e desoxigenacio, as lesdes de membrana se acumulam e a célula se
torna irreversivelmente falcizada (CIF). Essas lesSes determinam perda de dgua por parte
da heméacia, com aumento da concentraciio intracelular de Hb S e, consegiientemente,
aumento da tendéncia a falciformagdo (Costa 2001). Alguns estudos mostram, no entanto,
que as CIF permanecem deformadas mesmo na auséncia de polimerizacfo intracelular de
Hb S (Hellerstein & Bunthrarungroj 1974). Existe também, um excessivo acamulo de
calcio nessas células, além de alteragdes da sua permeabilidade a ions (Costa 2001).

De acordo com Eaton e col.(1979), as CIF resultam de segiiestros prolongados em areas de

baixa tensfo de oxigénio.

A Hb S ocorre com maior prevaléncia na populagfo africana, onde a fregiiéncia
dos heterozigotos pode chegar a 40%, dependendo da regido (Serjeant 1992). Entre os

negros americanos, a freqli€ncia do trago falciforme é de cerca de 7,8% (Beutler 2001).

No Brasil, a distribui¢fio das alteracBes hereditarias da hemoglobina ¢
heterogénea, sendo que nas popula¢des negroides das regides Sul e Sudeste, a freqiiéncia
estimada de heterozigotos da Hb S ¢ de 6,6% (Ramalho & Beilguelman 1977;
Salzano 1979).

A associagio entre a Hb S e outras hemoglobinopatias também ¢é relativamente
comum. Assim, a Hb S pode se combinar com a Hb C, um outro tipo de alteragfo estrutural
resultante da substituicdo do 4cido glutdmico pela lisina pa mesma posigfio 6 da cadeia B
(Beutler 2001). A hemoglobinopatia SC ocupa o segundo lugar dentre as sindromes
falcémicas mais frequentes em nosso meio, perdendo apenas para a anemia falciforme (SS).
As manifestagOes clinicas na hemoglobinopatia SC sfio menos graves do que no tipo SS.
Como a hemolise é menos intensa nos individuos SC, o hematocrito, e, portanto, a

viscosidade sangiiinea, tendem a ser maiores do que na anemia falciforme.

Introdugdo
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Dai a predominincia de certas complicagGes que estfo relacionadas com a viscosidade
sangiiinea, como a necrose asséptica da cabega do ffmur, hemorragias na retina, episodios
pulmonares agudos e hematlria nos pacientes SC (Winslow & Anderson 1978).
A freqiiéncia de portadores de Hb C em negros americanos é de 2,3% (Beutler 2001).
Em negréides das regides Sul e Sudeste do Brasil, os heterozigotos da Hb C representam
1% da populac@o (Ramatho 1986).

A interacdo entre a Hb S e a talassemia J, hemoglobinopatia oriunda de um
defeito na sintese da cadeia P, ¢ encontrada em algumas partes da Africa e na populagio
mediterrénea, especialmente Grécia e Italia (Beutler 2001). No Brasil, devido a grande
miscigenaciio entre descendentes negroides e italianos, a interagdo entre a Hb S e a

talassemia B € bastante freqiiente (Zago & Costa 1985).

As manifestagdes clinicas nas SF variam dependendo da composicio da Hb.
Entre as interagdes existentes, as principais sfo: SS, SB° talassemia, SC e SP* talassemia
(Beutler 2001).

Pacientes com anemia falciforme apresentam periodos sem manifestacdes
clinicas, com anemia moderada e niveis de Hb ao redor de 8g/dl, considerados como

“fase estavel” da doenca, que pode ser interrompida por manifestacdes agudas.
Essas manifestacSes podem ser classificadas em 4 tipos principais:

1) crise de seqiiestragfio: relacionada com um repentino acimulo macico de
hemdcias e o rdpido aumento do bago, resultando em choque hipovolémico, e ¢
responsavel pela maioria das mortes nos primeiros anos de vida; 2°) crises vaso-oclusivas:
resultam em dores abdominais, de ossos ou articulagdes, acompanhadas por febre, que sio
devidas 4 oclusdo dos pequenos vasos sangiiineos por massas de células falciformes,
levando 4 hipdxia e posterior necrose tecidual; 3% crises aplasticas: geralmente estdio
associadas a infecgdes e podem ser acompanhadas de necrose medular. A faléncia medular
pode também resultar da deficiéncia de acido folico, especialmente durante a gravidez, e é
designada como crise megalobldstica; 4%) crises hemoliticas: que sfio caracterizadas por um

aumento do grau de hemolise, com conseqiiente diminuigdio da concentracio de Hb e

Introducdo
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reticulocitose, usualmente acompanhando uma crise dolorosa (Hoffbrand & Pettit 1995;

Bunn 1997; Beutler 2001). Existemn ainda complicacBes importantes que devam ser

congsideradas nas SF.
As principais sfo:

Complicactes Cardiacas: as manifestagGes cardiacas sdo em geral relacionadas

a circulacio hiperdinidmica secundaria aos mecanismos compensatorios da anemia.
Os raios X de torax mostram cardiomegalia global mesmo em pacientes jovens. Também

sdo observadas artérias pulmonares proeminentes e aumento no padriio vascular pulmonar;

Complicacdes Pulmonares: as alteraces pulmonares nas SF sfo provocadas
pelos fendmenos vaso-oclusivos e infecgdes. Freqiienternente ambas as manifestagbes
ocorrem simultaneamente. O episédio agudo ¢ denominado sindrome toracica aguda (STA)
¢ € caracterizado por dor toracica, febre, hipdxia, dispnéia, infiltrado nos raios X de torax e

queda no nivel de hemoglobina;

Complicacdes Neuroldgicas: no sistema nervoso, ao contrario de outras regides,
vasos maiores parecem ser os locais preferencialmente acometidos por vaso-oclusio.

As complicagGes neurologicas sdo graves e podem ser fatais em até 15% dos casos;

Complicacbes Hepatobiliares: a excre¢io continua e elevada de bilirrubinas
provenientes das hemacias hemolisadas tem como conseqiiencia a formagio de cdlculos
biliares. Embora tenham sido relatados calculos em criangas de trés ou quatro anos de
idade, essa complicagéio é comum em pacientes adultos. A colicistectomia é reservada para
pacientes que apresentam sintomas significativos (dois ou trés episddios de dor no periodo
de seis meses). As alteracdes na fungfio hepética podem ser relacionadas a falcizagio intra-

hepética, infec¢Ses adquiridas na transfusdo ou hemossiderose transfusional (Costa 2001).

O tratamento das SF direciona-se para a tentativa de impedir a falcizagdo.
Sdo descritos alguns mecanismos que poderiam interferir no processo de falcizagio e

assim, promover uma metlhor evolucfo clinica dos pacientes:

Introducdo
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A) Inibicdo gquimica da polimerizacio da Hb S: o desenvolvimento de um

inibidor seguro e efetivo da polimerizacio da Hb S constitui um desafio para os
pesquisadores. O agente ideal seria facilmente absorvido na passagem pelo trato
gastrointestinal, circularia no plasma sem ligar-se firmemente as proteinas plasmaticas,
facilmente penetraria na membrana dos eritrécitos, e se ligaria firmemente e

especificamente a Hb S, de maneira a inibir a polimerizacdo (Bunn 1997).

B) Reducio da concentracio da Hb eritrocitdria (CHCM): devido 2 velocidade
de polimerizacio da Hb S ser dependente da concentracio intracelular de desoxi Hb S, um
tratamento capaz de dimmuir a CHCM teria um efeito clinico bastante benéfico
(Rosa e col. 1980).

C) Inducio farmacologica da sintese da Hb F: a presenca de Hb F nas hemacias
de pacientes com anemia falciforme protege a célula do processo de falcizachio,
possibilitando uma melbor evolugdo clinica dos pacientes (Beutler 2001). A evidéncia
bioquimica que a Hb F ¢ um inibidor potente da polimerizacio da desoxi Hb S ¢
amplamente sustentada por estudos feitos em véarios grupos de pacientes com SF. Existem 2
observagbes clinicas que levaram a hipotese de que a Hb F poderia inibir a polimerizacio
da desoxi Hb S: - em recém-nascidos com SF as manifestagdes apareciam a medida em que
diminuia a concentragio de Hb F; - adultos com dupla heterozigose (HbS-PHHF)
(75% Hb S, 25% Hb F, 100% cels F), eram assintomaticos (Dover & Charache 1992).

O aumento da Hb F nas hemdcias interfere no processo de falcizagio porque
mantém uma maior saturagdo do oxigénio intracelular, além de diluir a concentragio
intracelular de Hb 8. A formacdo de tetrAmeros “hibridos” de cadeias de globina vy e B°
bloqueia a polimeriza¢io da Hb S desoxigenada e, conseqiientemente, reduz o fendémeno de
falcizagdo. N&o s6 o nivel de Hb F deve ser considerado, mas também a distribuicio da Hb
F nas células eritréides. Assim, para um determinado nivel de Hb F, sua eficiéncia clinica e
biolégica € maior, quanto maior o nimero de cels F (Marcus e col. 1997). Desse modo, a
determinacdo da concentracio de Hb F e do niimero de cels F no sangue periférico podem
ser de valor prognéstico nas hemoglobinopatias e podem auxiliar na avaliagio dos efeitos

bioldgicos da estimulacio da producfio de Hb F com drogas como a hidroxiuréia.
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A hidroxiuréia (HU) ¢é atualmente a droga mais utilizada para estimular a
producdo da Hb F em pacientes com SF. Trata-se de um andlogo da uréia, cujo mecanismo
de acdo envolve a inibi¢@o da sintese de DNA. Exerce efeito letal sobre as células na fase
S, inibindo a enzima ribonucleotideo-redutase (enzima que converte ribonucleotidio
difosfato em desoxirrebonucleotideo), resultando na deplecio do “pool” de

desoxirribonucleotideo trifosfato (Steinberg e col. 1997).

Células de pacientes com SF tratados com HU apresentam hemécias menos
densas, quantidades menores de CIF e maior flexibilidade, sugerindo que fatores que

induzem a desidratagfio de eritrécitos falcizados possam ser bloqueados pela terapia com
HU (Goldberg e col. 1990).

Dover & Charache (1992) acompanharam 2 pacientes em tratamento com HU
durante 7 anos. Na primeira metade do tratamento os pacientes receberam doses
intercaladas da droga. Na segunda metade, os pacientes receberam doses de HU
diariamente e, ao final dos 7 anos, foram observadas mudancas significativas nos
pardmetros hemoglobinicos dos 2 pacientes. As porcentagens de Hb F e cels F, as
concentragbes de Hb F/cel F e hemoglobina corpuscular média (HCM) foram maiores do

que os valores obtidos no periodo pré-tratamento.

Miller e col. (2001) apresentaram um estudo onde avaliaram a resposta clinica e
laboratorial de pacientes pediatricos com doenca SC grave em terapia com HU.
Observaram uma diminui¢do significativa na concentragio de leucocitos e também dos
neutréfilos. O volume corpuscular médio das hemacias (VCM) aumentou
significativamente apds a terapia. Este estudo também mostrou um aumento significativo
na porcentagem de Hb F e cels F sem alterar, no entanto, a concentragio de Hb, a contagem
de reticuldcitos (RTC) e a medida da bilirrubina total. Através da terapia com HU, todos os
pacientes tiveram um ndmero menor de eventos vaso-oclusivos e também de mepor
gravidade. Os dias de interna¢fo diminuiram de uma média de 7,5 dias por ano antes da

terapia para 0 dias por ano durante a terapia. Observaram também que nfio ocorreram

episodios de STA durante o tratamento com HU.
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O mecanismo pelo qual a HU aumenta a produgio de Hb F em pacientes com
SF ainda ndo ¢ muito bem entendido. Alguns estudos propdem 2 mecanismos possiveis.
O primeiro sugere que a HU ¢ citotdxica para precursores eritrdides mais tardios
(Veith e col. 1984). Esta citotoxidade seletiva induz ao recrutamento de precursores
eritréides precoces, com demonstrada capacidade para produzir Hb F “in vitro”. O papel da
citotoxicidade na produgio de Hb F foi reforcado por observagdes em que niveis maximos
de Hb F foram obtidos com doses de HU proximas & mielotoxicidade (Dover &
Charache 1992). Outros estudos, entretanto, mostraram que a inducfio répida e maxima da
producio de Hb F pode ser obtida sem efeitos tdxicos associados, sugerindo que a HU pode
agir diretamente nos progenitores eritréides tardios, reprogramando-os a produzir mais Hb
F. Os autores sugerem que uma perturbacio no ciclo celular poderia alterar a expressio
génica e, talvez, dele¢bes reversiveis na divisdo celular conduziriam ao acimulo de
proteinas instaveis. Estas proteinas poderiam agir como substincias trans-funcionais que

modulariam a expresséo diferencial do gene da globina (Dover e col. 1986).

O segundo mecanismo possivel seria através da agfo de fatores reguladores da
expressdo do gene da globina. Estudos experimentais mostraram que fatores transcricionais
podem ligar-se seletivamente as regides promotoras ou as regides de “enhancer” ao redor
dos genes v, resultando na produgdo de Hb F e Hb A (cels F), ou proximo aos genes da B
globina, resultante somente na produgfio de Hb A e a ausénecia da produgiio de Hb F
(células nfo-F). A competicfio entre as regides promotoras ¢ “enhancer” pelo mesmo fator
de transcri¢io pode explicar porque, quando a Hb F estd presente em células adultas, a Hb
A esta reciprocamente diminuida (Dover & Boyer 1987). Drogas citotoxicas como a HU,
interferem na sintese de DNA e, conseqiientemente, na modulacio dos fatores
transcricionais, agindo diretamente nos progenitores eritroides, reprogramando-os 2

produzir Hb F (Dover & Boyer 1987; Dover & Charache 1992).

Xu & Zimmer (1998) estudando os efeitos da HU e butirato sobre os niveis de
RNAm das cadeias y° ¢ v* em células K562, observaram que com ambas as drogas ha um
aumento seletivo da expressio de y°, fenOmeno que ¢é também observado no

desenvolvimento humano, onde aproximadamente 70% da Hb F total no feto & do tipo v°.
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A administragio da HU faz com que possa haver melhora clinica dos pacientes,
o que pode ser comprovado através da analise de alguns pardmetros laboratoriais, tais

€Omo:
- aumento do VCM;
- uma pequena diminuicdo na CHCM;
- um aumento na concentracio da Hb F;
- um aumento na concentracdo da Hb total;
- uma éiminuig:ﬁoﬂ no namero absoluto de RTC (Rodgers 1997).

A reducido dé nimero de RTC foi evidenciada por Steinberg e col. (1997)
estudando pacientes com hemoglobinopatia SC em uso de HU. Os autores evidenciaram
uma diminuigfo na proporgio de RTC com alta intensidade de coloragdio, representantes da
fracdo mais imatura dos RTC. Avaliando a relagdo entre a Hb contida nas hemdcias
maduras e a Hb dos RTC (rbcHb/retHb), constataram uma elevagio nesse indice, sugerido
como evidéncia indireta do prolongamento da sobrevida das hemacias. Todos esses valores
seriam provenientes de uma diminuicio de hemolise e, conseqiiente, diminuicio da
expansdo eritréide aguda. Curiosamente ndo houve aumento significativo das
concentragdes de Hb F. Questiona-se, entfo, qual seria o0 mecanismo envolvido na reducio
da hemolise proporcionada pela HU. Os autores sugerem que a redugio na densidade das
células diminuiria a polimerizacio da Hb S. Além disso, a queda no nimero dos RTC de
“stress” levaria a uma menor interacio das hemacias com o endotélio, ja que esses RTC

expressam ligantes que facilitam a adesfo.

A maturagio tipica dos RTC ocorre em torno de 3,5 a 4 dias, ainda na medula
Ossea. Nas 24 horas seguintes 0 RTC permanece na circulagdo onde se transforma em
hemécia madura. Os RTC de “stress™ sfio aqueles produzidos em condi¢des de atividade
eritropoiética aumentada. Eles contém mais RNA residual do que RTC normais € se coram
mais intensamente pelos corantes vitais habituais. Macro-RTC produzidos durante a

expansdo eritréide repentina sdo também caracterizados pela co-expressdo de Hb Ae Hb F
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(denominados de RTC F). Em estados de rapida expansio medular, a maturagiio acelerada
de precursores eritrdides precoces originam células que ainda preservam a capacidade de

expressdo da globina primitiva (Blau e col. 1993; Brugnara 1998).

A avahliagio de RTC imaturos tem sido proposta como um possivel indicador de
atividade eritropoiética na medula dssea (Davis e col. 19935; Corberand 1996; Dalal e
col. 1996).

A contagem automatizada de RTC obtida através de contadores que utilizam
citometria de fluxo ¢ identificagdo dos RTC através de corantes especificos para RNA, tem
possibilitado o estudo mais aprimorado do comportamento dos RTC em diversas situacdes
clinicas. A subdivisio dessas células em diferentes estagios de maturacfio pode ser ftil na
avaliagdo da atividade eritropoiética da medula 6ssea, na distingdo de diferentes tipos de
anemia € no monitoramento de transplantes de medula éssea (Tsuda & Tatsumi 1989; Kuse
1993; Brugnara 1998).

Contadores hematologicos de ultima geragdio incorporaram as determinacgdes
hematimétricas habituais a contagem automatizada de RTC, usando um marcador
especifico para RNA, e determinam o niimero e o grau de maturidade celular por citometria
de fluxo. Eles apresentam a vantagem de fornecer os resultados a partir da mesma amostra
de sangue ¢ concomitantemente a realizacio do hemograma, sendo, portanto, muito mais

rapido e menos dispendioso, o que possibilita a sua utilizaciio em laboratérios de rotina.

Ha poucos relatos na literatura sobre os efeitos da HU sobre os novos
pardmetros referentes aos RTC, em pacientes com SF em uso de HU. Steinberg e col.
(1997) estudaram 10 pacientes com hemoglobinopatia SC e relataramn um maior volume e
menor concentragdo de Hb nos RTC. Os autores sugeriram que a célula estando mais

hidratada e, portanto, menos densa, teria menor tendéncia de polimerizagdo, explicando a

melhora clinica dos pacientes.

Trés pacientes com Hb SS tratados com HU foram estudados por Brugnara e
col. (1997), onde mostraram que a relagio Hb/Hb RTC poderia ser utilizada como

estimativa da reducdo da sobrevida das hemacias e da gravidade da hemolise.
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2. OBJETIVOS



Os objetivos deste trabalho foram:

1. Quantificar os RTC, avaliar os pardmetros referentes ao volume e grau de
imaturidade dos RTC em pacientes com SF que recebem HU, comparando-os aos obtidos

em pacientes sem a administragio da HU.

2. Avaliar a concentracio de HbF, quantificar as celsF nos dois grupos de
pacientes, € correlacionar esses dados com os diversos pardmetros reticulocitarios, para

verificar a possibilidade de tais pardmetros serem tuteis no acompanhamento clinico de

pacientes sob uso da HU.
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3.1. GRUPOS DE ESTUDO

I: Controle: 33 pacientes com SF, sem uso de HU, sendo 25 homozigotos da
Hb S (SS), 3 heterozigotos da SB talassemia (SB° tal), 3 SB* tal, 1 heterozigoto SC (SC) e

1 SC com « talassemia (_ o/ a).

II: Grupo HU: 13 pacientes com SF que ja tomavam HU, sendo 11 85,1 SCe
1 Sp° tal.

Tratamento com HU: no momento da coleta, as dosagens de HU que os
pacientes estavam recebendo variaram de 500 a 1.500 mg/dia, e o periodo de tratamento

variou entre 7 € 72 meses (média de 26,4 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
recomendacdes do Comité de Etica da FCM/UNICAMP. Os critérios de inclusdo, exclusio

e esquema de tratamento sio os adotados pelo Hemocentro-UNICAMP.

3.2. CRITERIOS DE INCLUSAO DE PACIENTES NO ESTUDO
¢ Concentragdo de hemoglobina < 6,0 g/dl
» Freqliéncia de ocorréncia de crises dolorosas de dificil controle > 3 por ano
» Acidente vascular cerebral isquémico

e Priapismo pds puberal

3.3. EXAMES LABORATORIAIS PREVIOS AO TRATAMENTO
e Hemograma completo com contagem de RTC
¢ Quantificacio daHb F
¢ Provas de fungdo hepética: AST, ALT, eletroforese de proteinas
* Provas de hemélise: bilirrubinas (indireta, direta e total), haptoglobina e
urobilinogénio
e Provas de funcéo renal: uréia e creatinina

e Teste de gravidez

Casuistica
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3.4. ESQUEMA DE TRATAMENTO COM HU
o HU: 10 2 20 mg/Kg/dia

Iniciar com 500 mg/dia e aumentar 250 mg/dia a cada 8 semanas até a dose

méxima de 2 g/dia

¢ Apresenta¢io: HYDREA: capsulas de 500 mg

3.5. EFEITOS COLATERAIS
o Imitabilidade gastro-intestinal
e Rash cutdneo

e Queda de cabelo

3.6. CONTROLE DA TERAPEUTICA E DA TOXICIDADE

» Hemograma com RTC a cada 2 semanas por 4 semanas, apés aumentar a

dose da HU

* Hemograma com RTC a cada 4 semanas, quando a dose da HU estiver

mantida

¢ Testes de fungfio hepatica e renal a cada 4 semanas
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3.7. CRITERIOS E MANEJO DA TOXICIDADE

¢ Suspender o medicamento na presenca de um dos critérios:
Neutréfilos < 2.000/mm’
Plaguetas < 100.000/ mm’
Reticulécitos < 125.000/mm’
Reduciio da Hb em 20% ou Hb < 4,5 g/di
Aumento de 100% nos niveis de ALT
Aumento de 50% nos niveis da creatinina

¢ Apos a resolugiio completa da toxicidade:

Retornar com a dose anterior a que estava sendo utilizada. No entanto, se

houver recidiva da toxicidade reduzir a dose em 250 mg/dia

3.8. AVALIACAO DA EFICACIA DO TRATAMENTO

¢ Os pacientes serdo reavaliados apds 12 meses de terapéutica

3.9. CRITERIOS DE EXCLUSAO DE PACIENTES
» (estacgio
¢ Hepatopatia grave: AST ou ALT > 100 IU/
» Insuficiéncia renal: creatinina > 1,0 mg/dl ou

clearence de creatinina < 100 ml/min por 1,73m’

Casuistica
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4.1. DIAGNOSTICO DAS HEMOGLOBINOPATIAS:

- hematimetria completa de sangue colhido com EDTA feita no aparelho
automatizado Pentra 120 Retic (ABX-Horiba);

- eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose em tampdo TRIS - EDTA
- BORATO, pH = 8,9, ¢ em gel de agar pH = 5,9, para confirmacfo das
alteragbes estruturats (Dacie & Lewis 1996; Wheatherall & Clegg 1981).

- teste de solubilidade da HbS em tampdo fosfato 2,35M (Zago e col. 1982)

- dosagem de Hb A, pelo método de eluigdo (Wheatherall & Clegg 1981)

4.2. QUANTIFICACAO DOS RETICULOCITOS E SEUS PARAMETROS:

Pentra 120 Retic (ABX-Horiba, Franga) - aparelho hematolégico automatizado
que identifica os RTC usando “Thiazole orange” em citometria de fluxo. Parimetros

analisados:

- RTC em nameros percentuais, absolutos e contagem corrigida de acordo

com o grau de anemia.

- valores das fragdes de alta (HFR), média (MFR) e baixa (LFR) fluorescéncia
de RTC, volume corpuscular médio (VCMr) e intensidade média de

fluorescéncia (MFI).

Este equipamento encontra-se no setor de Hematologia do Laboratorio de

Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

43. AVALIACAO DA PRODUCAO DE HBF, PELO METODO DE
DESNATURACAO ALCALINA (DACIE & LEWIS 1996, PEMBREY E COL. 1972)
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4.4. IDENTIFICACAO DAS CELS F POR CITOMETRIA DE FLUXO
UTILIZANDO 2 ANTICORPOS:

- anticorpo monoclonal para Glicoforina A, conjugado com R-Ficoeritrina
(Caltag Laboratories- Burlingame, CA-USA):. marcador de membrana de

hemacias.

- anticorpo monoclonal para HbF, conjugado com FITC (Caltag Laboratories-
Burlingame, CA-USA): marcador de citoplasma de hemdcias que contém
HbF.

Outros reagentes utilizados nesta técnica foram:

- Glutaraldeido 25% sol. Aquosa (Sigma Chemical CO.- St. Louis,USA)
- Trton x-100 (Reagen Indistria Quimica S.A.- Rio de Janeiro,BR)

O procedimento para esta identificacdo foi o seguinte:

1°: Contar o nimero hemacias;

2% Fixar 10pul de sangue total em lml de glutaraldeido 0,05% gelado por

10min. 4 temperatura ambiente. Verter apos adicionar as células;

3% Lavar 3 vezes com 2ml de PBS com 0,1%BSA(Albumin Bovine, Sigma
Chemical CO.- St. Louis, MO-USA);

4°: Ressuspender o “pellet” de células em 0,5ml de triton x-100 0,1%. Incubar

por 3-5 min a temperatura ambiente;
5% Lavar 1 vez com 2ml de PBS-0,1%BSA;
6°: Ressuspender o “pellet” de células em 0,5ml de PBS-BSA;

7°: Adicionar 10ul dessa suspensdo a 5ul de glicoforina, Sul de anti-HbF e 70ul
de PBS-BSA. Incubar a T.A. no escuro por 15min;
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8°: Lavar 2 vezes com 2ml de PBS-BSA;
9°: Ressuspender o “pellet” de células em 0,5ml de formaldeido 1%;

10°: Estocar os tubos no escuro, em geladeira, antes de adquirir no citémetro de

fluxo.

As células foram analisadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson, USA); foram coletados 50.000 eventos para cada amostra e os dados foram
analisados usando o sofiware Cell Quest (Becton Dickinson). Este equipamento encontra-se

no Laboratorio de Marcadores Celulares do Hemocentro-UNICAMP.

A quantidade de Hb F em picogramas (pg) por cel F foi calculada de acordo

com a formula:

HbF/celF pg= (HCM x %Hb F) / %cel F (Marcus & Ware 1999)

4.5.METODOLOGIA ESTATISTICA

Analise descritiva através de medidas de posigio e dispersdo das varidveis em

cada grupo. Para comparacio de medidas continuas entre 2 grupos foi utilizado o teste de
Mann-Whitney.

Para verificar a relacfio entre 2 varidveis continuas foi utilizado o coeficiente de
correlagdo de Spearman. O nivel de significincia adotado foi de 5%, e a apresentacio

gréfica foi representada através de diagramas de dispersdo e “boxplots™.
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5.1. ANALISE DESCRITIVA/COMPARATIVA DOS PARAMETROS ESTUDADOS
EM AMBOS OS GRUPOS: OS RESULTADOS DA ANALISE CONSTAM DA
TABELA 1.

Analisando, inicialmente, os dados hematimétricos, foi observado que os
numeros de leucocitos foram menores nos pacientes em tratamento com HU do que no
grupo controle (mediana= 7,6 x 10°/L versus 10,5 x 10°/L, P= 0,0035), 0 mesmo valendo
para os nimeros de neutréfilos (mediana= 3,5 x 10°/L versus 5,4 x 10°/L, P= 0,0097).
Quanto a série vermelha, ndo apresentaram diferenca significativa a contagem de hemécias,
o valor de hematocrito e a CHCM. Entretanto, a concentracio de Hb apresentou-se mais
elevada no grupo recebendo tratamento (mediana= 9.1 g/dl) do que no grupo controle
(mediana= 8,1 g/dl, P = 0,0490). Além desta, foram significativas as diferencas observadas
entre os grupos, quando estudados o VCM das hemadcias e o seu contetido hemoglobinico,
j& que ambos os pardmetros apresentaram valores maiores (P= 0,001) no grupo de
pacientes submetidos ao tratamento com HU (medianas: VCM= 110,0 fl e HCM= 35,7 pg)
quando comparados ao grupo controle (medianas: VCM= 91,0 fl ¢ HCM= 28,8 pg).
Pacientes com SF sem uso de HU apresentaram maior heterogeneidade na distribuigfio das
hemécias de acordo com o tamanho, constatada através do valor de RDW, mais elevado
nesse grupo (mediana= 23,5%) em rela¢do ao grupo tratado com HU (mediana= 16,4%,
P=0,0002). No houve diferenca nas contagens de plaquetas entre os grupos.

Quanto as variaveis referentes 2 Hb F, os resultados mostraram que as
dosagens de Hb F foram superiores no grupo tomando HU (mediana= 14,2%), quando
comparadas ao grupo controle (mediana= 5,6%, P= 0,0003), assim como a porcentagem de
cels F (medianas= 57,0% no grupo com HU e 25,6% no grupo controle, P= 0,0008)
(Figuras 3 e 4, e Tabela 1). A concentragdo de Hb F/cel F igualmente foi maior nos
pacientes tratados com HU (mediana= 7,9 pg/cel) quando comparados ao grupo controle
(mediana= 5,9 pg/cel, P=0,0003) (Tabela 1 e Figura 5).

Em relagdo aos parimetros reticulocitirios, os valores percentuais dos RTC,
foram significativamente menores no grupo em tratamento (mediana= 2,4%) do que no
grupo controle (mediana= 8,4%, P= 0,0058). Acompanhando a contagem em porcentagem,

a quantifica¢do dos RTC em nmimeros absolutos foi inferior nos pacientes tratados com HU
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(mediana= 74,9 x10°/1) quando cormparados ao grupo controle (mediana= 174,5 x10°/L,
P=0,0015) (Figura 6). O volume dos Ri‘C apresentou valores significativamente maiores
no grupo tratado (mediana= 125,0 fl) em relacdo ao controle (mediapa= 110,0 fl,
P=0,0003). Foram observados ainda que, embora o grau de imaturidade dos reticulécitos,
representado por MFI%, tenha sido similar em pacientes de ambos os grupos estudados, o
MFI relacionado ao numero absoluto de RTC, foi maior no grupo controle (mediana=
29.4 x10°/L) do que nos pacientes em tratamento com HU (mediapa= 13,8 x10°/L,
P=0,0128) (Figura 7).

Constatou-se ainda que, as dosagens de bilirrubina total (BT), indireta (BI) e

urobilinogénio apresentaram valores semelhantes nos 2 grupos (Tabela 1).

5.2. ANALISE DAS CORRELACOES ENTRE AS VARIAVEIS ESTUDADAS:

Como pode ser observado na Tabela 2, constatou-se que a maior concentra¢do
de Hb nos pacientes tratados com HU nfio esteve relacionada com um menor processo
hemolitico, representado pelos valores de RTC e pelos niveis de bilirrubinas. Do mesmo
modo, a maior concentracio de Hb nio foi determinada pela maior concentragio de Hb F,
sugerindo tratar-se de eventos independentes. Os nossos dados indicam que a maior
concentracdo de Hb F estd diretamente relacionada ao aumento do volume das hemadcias
maduras (r=0,6437, P= 0,0176) e dos RTC (r= 0,5777 , P= 0,0387) no grupo em
tratamento com HU, mas no grupo controle houve uma correlagio fraca somente entre HbF
e VCM ( r= 0,4053, P= 0,0214). Uma correlagdo moderada entre VCMr e porcentagem de
cels F em ambos 0s grupos, a principio, sugeriu que essas células pudessem tratar-se de
RTC com uma maior quantidade de Hb F no seu interior, reconhecidos como cels F &
citometria de fluxo. Entretanto, nfo houve correlagiio entre nenhum dos parametros

relacionados com os numeros e imaturidade dos RTC e a quantificagdio de cels F.

A correlacéio entre a concentragio de Hb I e os nilimeros das cels F foi positiva
no grupo de pacientes em tratamento {r= 0,7582, P= 0,0027) , e mais forte no grupo
controle (= 0,9342, P<0,0001), indicando que ambos métodos sio adequados para se
avaliar a concentracdo de Hb F (Tabela 2 e Figura 8). Nfo houve correlagdo entre o numero
de cels F e a concentracdo de Hb F/cel F, em ambos os grupos (Tabela 2), sugerindo uma

heterogeneidade de distribui¢@io de Hb F no interior das células que a produzem.
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Para verificar se a dosagem de HU interferiu na producio de RTC e sintese de
Hb F, testou-se a correlagdo entre estas variaveis. Os resultados mostraram que a dosagem
de HU ndio tem correlacdo com o numero de RTC (= -0,1426, P= 0,6419), com MFHI¥#
(r=0,0931, P=0,7621) ou com HbF% (r=0,2911, P= 0,3344).

Tabela 1: Dados hematoldgicos em pacientes com sindromes falciformes

Variaveis com HU controle Valor de P
N  mediana N  mediana
{(intervale) (intervalo)

WBC x10°/1 13 7,6(3,3-12,%) 33 10,5(5,4-214) 8,0035
Neut x10°71 13 3,5(1,5-7.8) 33 54(19-17,1) 0,0097
RBC x10%/1 13 2,7(1.8-3,5) 33 3,0(1,8-5.5) 0,1500
Hb g/dl 13 9,1(73-1L7) 33 81(63-11D) 0,0490
Ht % 13 27.4(22,5-35,5) 33 26,1(18,6-35,2) 0,1334
VCM Al 13 110,00 (91,0-128,0) 33 91,0 (64,0-109,0) <0,0001
HCMpg 13 35,7 (28,7-44,1) 33 28.8(194-36,7) 0,0001
CHCM g/di 13 32,3(30,8-34,4) 33 31,6(29,7-34,2) 0,3222
RDW % 13 16,4 (15,0-24,7) 33 23,5(16,3-29.6) 09,0002
PLT x10%1 13 301,0{144,0-625,0) 33 374,0 (100,0-605,0) 0,0923
RTC% 13 24(L1-7.8) 33 6,5(0,32-11.2) 0,0058
CRC% 13 1,9(0,7-5,13) 33 37(02-7.D) 68,0180
RTC# x10°11 13 74,9 (26,5-216,7) 33 174,5(11,3-397.8) 04,0015
MFI%% 13 17,4(5,77-26,60) 33 174(9,0-3.,2) 0,4207
MFI# x10°%/1 13 13,8(1,89-43,97) 33 29,4 (1,9-97.4) 90,0128
VCMr fl i3 125(108-142) 33 110,0(78,0-137.0) 0,0003
HbF % 13 14,2(5,1-20,2) 32 5.6(0,8-16,6) 0,0003
celsF % 13 57,0 (27.4-94,3) 32 25,6(2,6-73.0) 0,0008
HbF/celF pg/cel 13 7,9(53-134) 32 59(26-131) 0,0003
Urob 13 20,0 (20,0-80,0) 28 20,0 (20,0-160,0) 04759
Bl mg/d! i3 1,40(0,50-2,80) 28  2,35(0,70-10,30) 0,2326
BT mg/dl 13 2,0(0,9-3,3) 28 3,1(1,0-10,9) 0,1372

WBC: leucocitos, Neut: nimero de neutréfilos, RBC: hemacias, Hb: hemoglobina, Ht: hematécrito, VCM:
volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentragfio de Hb corpuscular
média, RDW: variagiio de tamanho dos eritrdcitos, PLT: nimero de plaquetas, RTC: reticuldcitos, CRC:
contagem de reticulSeitos corrigida, MFIL: indice médio de fluorescéncia, VCMr: volume corpuscular médio
dos reticulécitos, Hb F: concentragio de hemoglobina fetal, cels F: ntmero de células F, Hb Fleel F:
concentragio de hemoglobina fetal por célula F, Urob: urobilinogénio, BI: bilirrubina indireta, BT: bilirrubina
total
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Tabela 2: Coeficientes de Correlago de Spearman entre as varidvels estudadas

Variaveis com HU Controle
R valor P R valor P
Hb x HbF 0,0247 0,9359 0,2271 0,2099
Hbx VCM -0,0013 0,9964 -0,1812 0,3127
VCM x HbF 0,6437 0,0176 0,4053 0,0214
VCMr x HbF 0,5777 0,0387 0.2739 0,1292
VCMr x MFI# 0,1210 0,6936 0,0620 0,7316
VCMr x celsF 0,5667 0,0434 0,4046 06,0216
HDbF x celsF 0,7582 0,0027 0,9342 < 0,0001
HbF x RTC% -0,3438 0,2500 0,1644 0,3684
HbF x RTC# -0,5109 0,0743 0,2742 0,1287
HbF x MF1% 0,0054 0,9858 -0,2273 0,2108
HbF x MFI# -0,3296 02713 -0,0170 0,9262
HbF x BT -0,4696 0,1054 -0,1147 0,5687
Hb x MF1I% -0,0165 0,9573 0,1348 0,4542
Hb x MFI# 0,1349 0,6602 0,1949 0,2769
Hbx RTC% 0,0979 0,7503 -0,1401 0,4367
Hb x RTC# 0,2644 0.3826 0,2021 0,2592
Hbx BT 0,1080 0,7254 -0,3204 0,0965
celsF x RTC% -0,0412 0,8935 (,2489 0,1695
celsF x RTC# -0,1758 0,5656 0,2562 0,1569
celsF x MFI% 0,3351 0,2629 -0,2168 0,2332
celsF x MFI# 0,0274 0,9290 -0,0113 (,9508
celsF x HbF/celF 0,0494 0,8725 0,2895 ,1079
celsF x BT -0,1547 0,6138 -0,0106 0,9578

Hb: hemoglobina, VCM: volume corpuscular médio das hemacias, Hb F: concentragio de hemoglobina fetal,
VCMr: volume corpuscular médio dos reticulocitos, MFI: indice médio de fluorescéncia, cels F: nimero de
células F, RTC: reticuldcitos, Hb F/cel F: concentrag@o de hemoglobina fetal por célula F, BT: bilirrubina
total

Resunltados

39



100 -

1
»

60 - o
9\3 A
Fodeg
% 40 -
lo
L
i [n]
e
20 -

: 4

0 T i
controle com HU

Figura 3: Boxplots relacionados s porcentagens de células F em pacientes com sindromes
falciformes.
X = valores minimo ¢ maximo

U= média
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Figara 4: Numero de hemicias e células F obtida pelo citdmetro de fluxo FACSCalibur
usando Ac anti-hemoglobina fetal humana conjugada a FITC (HbF FITC).
A: paciente com sindrome falciforme durante tratamento mostrando hemdcias
que ndo contém HbF (Ml1) e contendo 65% HbF (M2) e B: paciente com
sindrome falciforme que nfio recebe HU mostrando hemdcias que nfo contém

HbF (M1} e hemacias contendo 16% HbF (M2).
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Figura 5: Boxplots relacionados 4 Hb F/cel F em pacientes com sindromes falciformes.
X = valores minimo e maximo

0 = média
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Figura 6: Boxplots relacionados ao indice médio de fluorescéncia (MFI) # em pacientes
com sindromes faiciformes.
% = valores minimo e maximo

0 = média
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Figura 7: Correlagdo entre as porcentagens de Hb F e cels F nos dois grupos de pacientes

estudados (com HU: r=0.7582 ¢ sem HU: r=0.9342)
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6. DISCUSSAO
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Os niveis de Hb F nas SF dependem de trés processos: da produgéo das cels F,
da biosintese de Hb F no interior das hemacias e da sobrevivéncia preferencial das cels F
em relagdio as células desprovidas de Hb F. O nivel de producgfio de cels F € o resultado da
combinagdo e do grau de equilibrio entre estes trés processos (Dover e col. 1978).
Atualmente ja se sabe que a producfo de cels F, assim como os niveis de Hb, mimero de

hemadcias, leucoeitos e plaquetas, sdo geneticamente determinados (Garner e col. 2000).

A concentracdo de Hb F influencia nas manifestagdes clinicas e laboratoriais
das SF, porque reduz a polimerizagio da desoxi Hb S. A polimerizacio no interior dos
eritrocitos causa deformacfo da célula, torna-a rigida, causando obstrugdio no fluxo
sanguineo, com consequente lesdo tecidual (Platt 2000). Estudos recentes sugerem que as
alteracdes de perfus@o no local lesado contribuem significantemente para a fisiopatologia
da falcizacdo, uma vez que a presenca de oxigénio nos tecidos isquémicos forma radicais
livres que vdo causar a inflamacfo no endotélio e lesfio tecidual (Kaul & Hebbel 2000).
Células contendo concentragdes aumentadas de Hb F sofrem menos essas alteragdes.
Conseqiientemente, pacientes com niveis aumentados de Hb F tem uma reducdo nos

episddios vaso-oclusivos e uma evolugio clinica mais benigna (Rodgers 1997).

A determinacdo de cels F € um importante pardmetro laboratorial na avaliaggo
da produgdo de Hb F nas SF (Maier-Redelsperger e col. 1998b). Wood e col. (1975),
usando anticorpos anti-Hb F conjugados com FITC em esfregacos de sangue fixados,
determinaram que a distribuigio de células contendo HbF em pessoas normais foi de
2,7%+1,4% e entre 30% e 59% em 5 pacientes SS. Recentemente, a porcentagem de cels F
foi quantificada usando citdmetro de fluxo, em um grupo grande de criangas com SF
{Marcus & Ware 1999). Os resultados das % de cels F foram similares aos observados em

nosso grupo de pacientes adultos em tratamento com HU (x= 55,9£19,9 e x= 58,75+19,46,

respectivamente).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a quantidade de Hb F/cel F
foi maior no grupo de pacientes usando HU do que no grupo controle. Entretanto, nenhum
dos pacientes alcangou o valor limite de 15 pg de Hb F/cel F, sugerido como adequado para

interferir no processo de falcizacio (Marcus & Ware 1999). Nosso valor médio de Hb F/cel
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F foi menor do que o observado em outros estudos (Goldberg e col. 1990; Dover e col.
1978), mas foi proximo ao descrito em 2 pacientes tratados com HU ao longo de 7 anos
(Dover & Charache 1992). Nio foi obtida correlagio entre a quantidade de Hb F/cel F e a
contagem de cels F. Estes dados sustentam a hipdtese de que ambas variaveis, Hb F/cel F e
contagem de cels ¥, sfo independentes e possivelmente reguladas por fatores genéticos

diferentes (Meier-Redelsperger e col. 1994, Steinberg e col. 1997).

Nesse estudo foi observado uma maior concentracio de Hb em pacientes que
receberam HU do que naqueles sem a medicagio. Foi observado ainda que a maior
concentracdo de Hb no grupo que recebeu tratamento, nio pareceu resultar de menor
hemolise. Também ndo foi determinada apenas por uma maior concentracio de Hb F, uma
vez que ndc foi observada correlagdo entre Hb ¢ Hb F. Nio foi possivel definir com

exatiddo o que poderia ter contribuido para a maior concentragio da Hb nestes pacientes.

Como foi observada uma correlacdo forte entre as concentragdes de Hb F e cels
F, e que a quantificacio de Hb F/cels F e cels F sfo varidveis independentes, nfio nos

pareceu vantajoso quantificar cels F por citometria de fluxo em avaliagdes rotineiras de

pacientes durante tratamento com HU.

A hidroxiuréia ¢ uma droga que inativa a enzima ribonucleotidio difosfatase,
resultando na inibicdo da divisfio celular (Pearson 1996). Primeiramente, a HU mostrou ser
eficaz no tratamento de leucemias mieldides cronicas e, posteriormente, sua atividade foi
reportada no tratamento da psoriase, policitemia vera e uma variedade de tumores
{(Yarbro 1992). Os efeitos da HU sobre a produgéio de Hb F em pacientes com SF tem sido
relatado em varios estudos. Os beneficios clinicos nfio sdo devidos somente ao aumento na
concentracdo de Hb F, mas também a uma variedade de outros efeitos, como o aumento do
volume das hemacias, a alterac@io no grau de hidratacdo celular e 4 reducfio na contagem de
leucocitos. Estes fatores podem ter papel importante na reduco do mimero de crises
dolorosas (Ballas ¢ col. 1989; Olivieri & Weatherall 1998). Outras alteracSes
hematologicas observadas foram aumento nos niveis de hemoglobina total e diminui¢io na
contagem de reticul6citos. Estas alteracBes sugerem uma reducdo na intensidade de

hemolise e, provavelmente, na falcizaco intravascular (Pearson 1996).
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O mecanismo exato envolvido no aumento da produgdio de HbF pela HU ndo
estd completamente elucidado. E sugerido que durante a expansiio eritride aguda, novas
células progenitoras sfo recrutadas e essas células tem a capacidade de ainda expressar o
gene da globina vy (Yarbro 1992). Foi demonstrado que uma redu¢io na densidade celular
promovido pelo tratamento com HU em pacientes com Hb SC diminuiria a tendéncia a
polimerizaciio (Steinberg e col. 1997b). Embora a HU pareca ter um efeito supressivo na
eritropoiese efetiva, ela aumenta a sobrevivéncia das hemadcias, conforme o demonstrado
em estudo de sobrevida de hemiacias através de técnicas de avaliagio da cinética do ferro
em pacientes SS. Quando o aumento na sobrevivéncia das hemaécias € maior que a
diminuicio na sua produgfio, € verificado um aumento nos niveis de Hb F
(Ballas e col. 1999). Nossos pacientes tratados com HU mostraram maior nivel de Hb F do

que pacientes que néo receberam a droga.

Assim como relatado por outros autores (Charache e col. 1992; Miller e
col. 2001), observa-se uma diminuigio nas contagens de leucdcitos e também de neuirdfilos
em pacientes que foram submetidos ao tratamento com HU. A diminui¢fio na contagem de
neutrofilos devido 4 administragio de HU provavelmente teria um papel na melhor
evolugio clinica em pacientes com doenga falciforme. O nimero de neutréfilos diminuido
pode limitar a dimensdo da destruigdo dos tecidos e a gravidade da dor apos vaso-oclusio e
infarto (Charache 1997).

O aumento do conteudo de Hb parece ser responsével pela expansio do volume
das células (Milner e col. 1986; Charache e col. 1992;). Nossos pacientes tomando HU
mostraram valores de VCM significativamente maiores do que pacientes sem HU, como
relatado por outros autores (Charache e col. 1992; Ballas e col. 1999; Miller e col. 2001).
Uma vez que a porcentagem de pacientes com outras hemoglobinopatias, que cursam com
microcitose, foi maior no grupo controle, foi analisado 0 VCM somente em pacientes SS.
Observou-se que 78% dos controles, apresentaram VCM abaixo de 100 fl e 81.8% dos
pacientes recebendo HU mostraram um VCM acima de 100 fl. Entfio, a diferenga estatistica
no VCM entre os grupos provavelmente ¢ devido ao efeito da HU em pacientes SS.
A correlagdio observada entre VCM e HbF reforca esse conceito, ja relatado por outros

autores (Charache e col. 1992). E ainda possivel que tenha sido determinada por maior
hidratagio da célula (Olivieri & Weatherall 1998).
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A diminui¢do na contagem do niimero absoluto de reticulocitos e no namero de
reticuldcitos imaturos sugere uma reducdo na hemdéhse. Embora o nivel de HbF tenha sido
maior e a contagem de reticuléeitos menor no grupo com HU do que no grupo controle, a
diminui¢o no nivel de bilirrubina nfo foi estatisticamente significativa entre os grupos.
Estes dados nfo permitem afirmar que houve um aumento na sobrevivéncia das hemdcias,
de acordo com as sugestdes feitas por outros autores (Ballas e col. 1989; Charache e
col. 1992; Ballas e col. 1999).

Pardmetros reticulocitarios tem sido usados para avaliar a atividade
eritropoiética da medula dssea, no diagnéstico diferencial de anemia, no monitoramento da
resposta ao tratamento em anemia e como detector precoce da recuperagéo no transplante
de medula Ossea (Davies € col 1992; Dalal e col. 1996; Brugnara 1998; Brugnara e col.
1999; Grotto e col. 1999). Pacientes SS tratados com HU mostraram diminuigdo acentuada
no conteido de Hb dos reticulécitos, aumento no VCMr e aumento significativo na relagio

RBCHb/RTCHDb, sugerindo uma maior sobrevivéncia dos eritrécitos (Brugnara e
col. 1997).

Neste trabalho foi introduzido um novo par@metro na investigagdo das
hemoglobinopatias: o0 MFI. Este € um parmetro preciso que quantifica a intensidade de
fluorescéncia global da populagdo de RTC imaturos e que mostrou ser 1til como um
preditor de recuperagfio no transplante de medula 6ssea (Torres e col. 2001). Chang & Kass
(1997), em um estudo sobre o significado clinico da fragdo de RTC imaturos (IRF),
sugerem que a integragdo do IRF e RTC em nimero, pode indicar a resposta eritréide na
anemia. Uma diminuicio no IRF em pacientes com anemia reflete uma medula ndo-

responsiva ou sub-responsiva.

No presente estudo todos os pacientes tratados com HU mostraram MFI%
dentro do mtervalo de referéncia (média + DP=16.26 + 3.99). Sessenta e trés por cento dos
pacientes apresentaram valores de RTC# normais e 23% dos pacientes mostraram valores
de RTC# ligeiramente acima dos valores normais, de acordo com o intervalo de referéncia
para mnossa populagio normal, determinado pelo equipamento Pentra 120Retic

(Grotto & Noronha 2000). A maioria dos pacientes (78%) sem tratamento com HU
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apresentou valores de RTC maiores do que o limite normal. Embora a porcentagem de MFI
tenha sido similar em ambos 0s grupos, a contagem do MFI absoluto indicou que um
namero elevado de RTC imaturos estava sendo liberado da medula 6ssea para a circulaggo,
em pacientes que ndo estavam tomando a medicacdo. O menor nimero de RTC# e RTC
imaturos observados no grupo usando HU, poderia a principio, sugerir uma reducfo no
processo hemolitico. No entanto, tal fato nfo pdde ser confirmado através das
determinagbes de BI e wrobilinogénio. Portanto, ndo € possivel excluir o efeito tdxico da
HU como responsavel pela diminuicdo na contagem de RTC. Steinberg ¢ col.(1997b)
sugeriram a possibilidade da mielossupressdio ser um pré-requisito para a HU aumentar a
HbF. De acordo com Ohene-Frempong & Smith-Whitley (1997), alguns pardmetros de
toxicidade da droga sfio um numero de neutréfilos menor que 2.000/ul e um nimero
absolutos de RTC menor que 80.000/ul. Os resultados mostraram que pacientes iomando
HU apresentaram uma diminui¢@o significativa na contagem de RTC e neutréfilos, mas
nenhum paciente alcancou valores indicativos de toxicidade medular. Em um estudo para
avaliar a adequagfo de doses de HU ao tratamento da doenca falciforme, foi observada uma
diminui¢do significativa nos valores de RTC na vigéncia de doses altas da medicacfo.
Conforme relatado, a diminuig¢do no niimero de RTC nfo teve correlacdo com o aumento na

concentracio de Hb ou com a diminuicio no niimero de neutréfilos (Lima e col. 1997).

As correlagdes significantes entre VCMr e niveis de Hb F e VCMr e cels F
observadas em pacientes que tomam HU sugerem que esses macro-RTC correspondem aos
chamados RTC F. Estes RTC co-expressam as hemoglobinas fetal e adulta e sio
produzidos sob estimulagio eritroide aguda (Blau e col 1993). Em doencas com
componente hemolitico, como a anemia falciforme, € provavel que as cels F sobrevivam
mais do que cels nfo-F. Assim, o pardmetro mais confidvel para se avaliar a produgfo de
cels F seria a contagem dos RTC F (Maier-Redelsperger e col. 1998a). Valores maiores do
VCMr com o uso de HU, como aqui demonstrado, podem refletir indiretamente uma maior

produgio de RTC F, sendo dtil no acompanhamento do tratamento com drogas que

estimulam a sintese de Hb F.
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RTC sdo particularmente ativos na adesfio de células falciformes & células
endoteliais. RTC jovens aderidos ao endotélio aprisionam temporariamente hemadcias
maduras desoxigenadas, obstruindo o fluxo sanguineo (Hebbel 2000). O processo de
isquemia localizada e reperfusdo podem causar um estado de inflamagdio cronica
(Platt 2000). Nesse processo os leucocitos também participam, e altas contagens de
leucocitos tem sido consideradas fatores de risco no desenvolvimento de sindromes

dolorosas e em infartos (Castro e col. 1994; Kinney e col. 1999).

Uma reducgfio no processo de adesdo facilitaria o movimento de eritrdcitos,
através do fluxo capilar antes do processo de falcizagdo. Assim, a reducio no numero de
RTC apos terapia com HU poderia methorar o curso clinico de pacientes com doenga
falciforme, independente da indugdo da sintese de Hb F (Bridges e col 1996).
Nossos resultados apoiam estas evidéncias conseqiientes & terapia com HU. A imaturidade
dos RTC e a mudanca no volume dos RTC, podem fornecer dados interessantes sobre os

efeitos da HU na produgfo de Hb F e sobre a cinética eritréide nas SF.
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7. CONCLUSOES
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Pacientes com SF durante tratamento com HU apresentaram maiores
concentracbes de Hb, Hb F, Hb F/cel F e porcentagem de cels F do que o
grupo sem HU.

. Os nameros de RTC%, RTC# e MFI# foram inferiores ¢ 0 VCMr foi

superior nos pacientes tratados com HU.

. Valores de BI e urobilinogénio semelhantes nos grupos com e sem HU,
sugerem que 0 menor nimero de RTC nos pacientes tratados nio foi

determinado pela redu¢fo no processo hemolitico.

. A forte correlagio entre Hb F e cels F sugere que somente a determinacéio da

Hb F ¢ suficiente para avaliar a sua produgio nos pacientes usando HU.

. Maiores volumes das hemacias ¢ dos RTC provavelmente advém da maior
concentragfio de Hb, embora nio possa ser descartada a possibilidade de uma

maior hidratagdo das células ter contribuido para a elevacio do volume

celular,

. O VCMr pode ser utilizado como um pardmetro laboratorial adicional na

avaliacdo da resposta ao tratamento com HU em pacientes com SF.

- O pequeno nmimero de pacientes analisados reforga a importancia de estudos
multicéntricos, que permitiia uma casuistica mais abrangente e a

possibilidade de resultados mais consistentes.
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Haemoglobin F (HbF) is an effective inhibitor of HbS polymerisation.
Hydroxyurea (HU) is used to increase HbF synthesis and to improve the clinical course of
the sickle cell disease (SCD) patients. We studied a series of laboratorial parameters
concerning to HbF production and reticulocyte response and compared the data between
2 groups: 13 SCD patients treated with HU and 33 SCD patients without treatment. Higher
Hb concentration, mean cell volume (MCV), mean cell hemoglobin (MCH), mean
reticulocyte volume (MRV), HbF concentration, percentage of Fcell and proportion of
HbF/Fcell were observed in the treated group of patients. There was no correlation between
Hb and HbF increase. Reticulocyte count, immature reticulocyte count, mean fluorescence
index (MFI) and neutrophil count were significantly lower in treated patients. These
findings taken together suggest that a milder hemolytic process occurred in patients under
HU treatment. There was significant correlation between MCV and HbF, MRV and HbF,
and between MRV and Fcell in patients taking HU. These data suggest that
macroreticulocytes correspond to Freticulocytes, and that the increased MRV in SCD
patients using HU may be an indirect evidence of Fcell production. Concentration of
HbF/Fcell was higher in patients treated with HU, but it is apparently independent Fcell
production. RTC parameters provided by hematological analysers may be useful to follow

eryvthropoietic changes in patients using HU and can, indirectly, indicate Hb¥ and Fcell
production induced by HU therapy.

Keywords: sickle cell diseases, reticulocyte, hydroxyurea, HbF, reticulocyte immaturity.
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INTRODUCTION

High haemoglobin F (HbF) level may improve the clinical course of sickle cell
disease (SCD) patients. HbF is an effective inhibitor of polymerisation of
deoxyhemoglobin S and, consequently, diminishes the sickling process (Goldberg, Husson
& Bunn 1977). Hydroxyurea (HU), a S-phase cytotoxic agent, is widely used in the
treatment of chronic myeloproliferative disorders. HU interferes in DNA synthesis by
inhibition of the ribonucieoside diphosphate reductase, an enzyme that participates in the
transformation of the deoxyribonucleotides in DNA synthesis (Yarbro 1992). The increase
in the synthesis of HbF is associated with hypomethylation of the y-globin gene promoter.
Although the exact mechanism by which HU increases HbF is not completely understood,
it is clear that HU has therapeutic value in sickle cell anaemia (Charache ef o/ 1992, Lima
et al 1997). Immature and larger reticulocytes are released from bone marrow during
erythroid expansion in response to hemolysis. These reticulocytes coexpress adult and fetal
globin (F reticulocytes) (Blau et al 1993, Nagel et al 1993). Patients with SC disease using
HU showed a decrease in immature reticulocytes number and in cell density, but there was
no statistically significant increase in percent HbF or absolute HbF levels (Steinberg, Nagel
& Brugnara 1997). Immature reticulocytes can be identified by autornated haematological
analysers, according to fluorescent RNA content evaluated by flow cytometry. Parameters
as mean corpuscular volume of reticulocytes (MRV) and mean fluorescence index (MFI)
have been used in monitoring bone marrow transplantation and diagnosis and treatment of

anaemia (Brugnara 1998, Tsuda & Tatsumi 1989, d’Onofrio et a/ 1996, Cavill 1993,
Davies et al 1992).

We have studied the effect of HU administration on HbF production and on

reticulocyte parameters in SCD patients.
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PATIENTS AND METHODS
Eligibility requirements

Adult SCD patients seen at the University Hospital of Campinas and
undergoing HU treatment were eligible for the study. The control group consisted of adult
patients with SCD, who did not receive HU as part of the treatment. Transfusion-dependent
individuals were excluded from the study. The diagnosis of sickle cell disease was based on
clinical, familial, and laboratorial data, including cellulose acetate and acid agar gel

electrophoresis and the estimation of A2 haemoglobin by elution (Wheatherall 81).

Informed consent for the study was obtained from all individuals included n

the study, consistent with Ethic Committee recommendation.
HU dose

The 1nitial dose of HU (Bristol, Regentsburg, Germany) was 10 mg/kg/day and
was increased by 5 mg/kg/day every 8 weeks, unless toxicity was present, to a maximum
dose of 20 mg/kg/day. Toxicity was defined by the presence of at least one of the following
characteristics: reticulocyte count < 50.0 x 10771, neutrophil count < 2.0 x 10°/1, platelet

count < 100.0 x 10°/1 or decreased in Hb concentration.

Laboratory studies:

Complete blood count (CBC)

CBC was carried out using Pentra 120 Retic (ABX-Horiba, France).

Reticulocytes

The analysis were performed flow cytometry using thiazole orange as
fluorescent in two systems:

1. Pentra 120 Retic: after 25 seconds incubation time the following parameters
were provided: number of reticulocytes in percentage (RTC%) and absohute counts (RTC#),
three different reticulocyte maturity classes (Low — LFR, medium ~ MFR and high — HFR)
according to RNA content, mean fluorescence index (MFI), mean reticulocyte volume

(MRYV) and corrected reticulocyte count according to anaemia degree (CRC).

Apéndice
67



2. FACSCalibur Flow Cytometer provided the number of reticulocytes in
percentage (RTC-FC), using Retic-COUNT™  Reagent (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems - USA). For each sample 50,000 events were collected using

CellQuest software and analysed by Retic-Count software (Becton Dickinson, USA).
Hb F and Fecell measurement:

HbF was quantified by alkali denaturation method (Pembrey, Mac Wade &
Weatherall 1972). Fcell count was performed by fixing celis using glutaraldehyde 25%
(Sigma Chemical Co, USA). The cells were permeabilized with Triton X-100 (Reagen
Industria Quimica SA, Brazil) and immunostained with mouse monoclonal antibody to
human glycophorin and conjugated with R-Phycoerythrin (Caltag Laboratories, USA) and
mouse monoclonal antibody to human fetal hemoglobin FITC (Caltag Laboratories, USA).
Cells were analysed on a FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson, USA). For

each sample 50,000 events were collected and data were analysed by CellQuest software
(Becton Dickinson, USA).

The amount of HbF in picograms per Fcell (HbF/Fcell) was calculated
according to the formula (MHCx%HbF)/%Fcell (Marcus & Ware 1999).

Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to compare differences between groups. The

association between variables was tested using the Spearman correlation coefficient. It was
considered as significant the p- value < 0.05. All the calculations were made in SAS

System for Windows, version 8.1, from SAS Institute Inc. 1999-2000 (Cary, NC, USA).
RESULTS

Thirteen adult SCD patients (11 sickle cell anaemia, 1 SP thalassemia and 1

haemoglobin SC) undergoing HU treatment and 33 controls (25 sickle cell anaemia, 6 Sp
thalassemia, and 2 haemoglobin SC) were enrolled in the study.
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HU dosage varied from 500 to 1500 mg/day (mean + SD: 910.0 = 319.36) and
treatment periods varied between 7 and 72 months (mean = SD: 26,4 + 21.7) at the

moment of blood collection for the study. No haematologic toxicity was observed in

patients under HU treatment.

The haematologic data in SCD patients undergoing HU treatment and controls
are shown in Table 1. The Hb, MCV and mean cell haemoglobin (MCH) were higher in
patients under HU when compared with those observed in controls. Reticulocyte counts in
percentage and absolute numbers were significantly lower in patients taken HU than in
controls (Figure 1). Also the absolute number of immature reticulocytes represented by
MFI# was lower in treated patients than in controls (Figure 2). On the other hand, the MRV

values, percentages of HbF and Fcell, and HbF/Fcell amount were higher in patients under
HU treatment than in controls (Figures 3 and 4).

The correlation coefficient data comparing haematologic parameters observed

in SCD patients enrolled in the study are presented in Table 2.

There was no correlation among Hb values and HbF levels in patients taken
HU and controls. There was a moderate correlation between MCV and HbF in patients
treated with HU and this correlation was weak, but significant in controls. There was not
correlation between MCV and Hb in both groups. MRV showed moderate correlation with
Fcells count in both group and the correlation between MRV and HbF was significant only

in group of patients using HU (Table 2). No correlation was observed among Hb values and

RTC# count in both groups of patients.

In order to verify if HU dosage interfered with reticulocyte count and HbF
levels, we tested the correlation between these variables. The results showed that the HU
dosage was neither correlated with reticulocyte count (1= - 0.1426, p = 0.6419), nor with
MFI # (r= 0.0931, p= 0.7621) and with HbF % (r=0.2911, p = 0.3344).

A good correlation was observed among HbF levels and Feell numbers in both
group of patients enrolled in the study. No correlations were observed among HbF values

and RTC#, HbF values and MFI# and, HbF/Fcell and Feell values in treated patients and

controls.
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Comparing two systems to quantify reticulocyte, we observed that values
provided by FACSCalibur Flow Citometer (RTC-FC) are higher than values obtained from
Pentra 120 Retic (Table 1). The correlation between them was good in a group of 29 tested
samples (r= 0.7446, p < 0.0001).

DISCUSSION

The concentration of HbF influences clinical and laboratory features of SCD.
HDbF reduces polymerisation of deoxy HbS because hybrids of HbF and HbS do not enter

the polymer. Consequently, SCD patients with the highest HbF levels have a decreased
clinical and laboratory severity (Rodgers 1997).

HU is a chemotherapeutic drug that inactive the ribonucleoside diphosphatase
enzyme, thereby resulting in inhibition of cell division (Pearson 1996). It was found to be
effective for the treatment of chronic myeloproliferative disorders (Yarbro 1992).
The effects of HU on HbF production in patients with SCD have been related in several
studies. The exact mechanism involved in increasing HbF production is not completely
understood. It is suggested that during haematological stress, new stem cells are recruited
and such progenitor cells have not yet had their gamma globin gene expression turned off
(Yarbro 1992). However, the clinical and laboratory benefits of HU in SCD patients are not
only due to a rise in HbF concentration, but also a variety of other effects, as increasing the
red cell size, an improvement in deformability and cellular hydration
(Olivieri & Weatherall 1998). Other haematology changes observed in patients under
treatment were an increase in total haemoglobin level and a decrease in reticulocyte count,
which suggest a reduction of hemolysis or a suppressive effect on effective erythropoiesis,

as demonstrated by erythrocyte survival and ferrokinetics studies (Pearson 1996).

1992). When the increase in red blood cells survival is greater than the decrease
of the production, an increase in Hb level is noted (Ballas er a/ 1999). In this study, the
patients under HU treatment showed higher Hb level than controls.
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Reticulocytes parameters have been used to evaluate bone marrow
erythropoietic activity, in differential diagnosis of anaemia, in monitoring response in
anaernia treatment and as early detector of engrafiment in bone marrow transplantation
(Brugnara 1998, Brugnara er al 1999, Dalal er al 1996, Davies et al 1992, Grotto e al
1999). Patients with sickle cell anaemia disease treated with HU showed a markedly
decrease in Hb content of reticulocyte, an increase in MRV and a significant increase in the
RBCHb/RTCHb ratio, suggesting an improved red blood cell survival (Brugnara
et al 1997).

We introduced a new parameter in hemoglobinopathies mvestigation: the MFI.
This is a precise parameter which quantifies global fluorescence intensity of the immature
reticulocyte population and that showed to be useful as a predictor of engrafiment in bone
marrow transplantation (Torres et al 2001). Chang & Kass (1997) in a study of the clinical
significance of immature reticulocyte fraction (IRF), suggest that the integration of IRF and
the reticulocyte enumeration may indicate the erythroid response to anaemia. A decrease in

IRF in patients with anaemia reflects a non-responsive or underresponsive marrow.

In the present study all patients treated with HU showed MFI% within
reference range. Sixty-three % of patients presented normal RTC# value and 23% of
patients showed RTC# values slightly above normal values, according to reference range
for normal population, determined by using Pentra 120 Retic equipment (Grotto &
Noronha 2000). The majority of controls (78%) presented RTC# values higher than normal
limit. Although the percentage of MFI was similar in both groups, MFI in absolute count

indicated that an elevated number of immature reticulocytes were being released from bone

marrow 1o circulation in controls.

Steinberg et al (1997) hypothesized that myelossupression might be a
prerequisite for HU to increase HbF. According to Ohene-Frempong & Smith-Whitley
(1997) some of the toxicity parameters are absolute neutrophil counts less than 2,000/l
and absolute reticulocyte count less than 80,000/pl. Our results showed that patients taking
HU had a lower neutrophil and reticulocyte counts than controls, but no patients in this

study reached values indicative of marrow toxicity according to the used criteria.
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We found higher Hb levels and lower mature and immature reticulocyte
numbers in patients under HU treatment than in controls, and therefore, we supposed that
reduced hemolysis occurred in treated patients, according to suggestion made by other
authors (Charache er al 1992, Ballas, Dover & Charache 1989, Ballas er a/ 1999).
However, as we did not find difference in total bilirrubin levels in both groups of patients
enrolled in the study and we did not perform erythrocyte survival or ferrokinetics studies, it

was not possible for us to exclude the myelossuppressive effect of the HU in our cases.

In a study to evaluate the adequacy of low doses of HU in the treatment of SCD
was observed significant lower reticulocyte values in high HU dosages. As we could
observe, the decrease in reticulocyte counts was not correlated with the increase in Hb

concentration or with the decrease in neutrophil counts (Lima er a/ 1997).

Our patients taking HU showed MCV values higher than controls, as related
previously (Charache ez al 1992, Ballas et al 1999). Because the percentage of patients with
other hemoglobinopathies that course with microcytosis was higher in group without HU,
we analysed MCV only in SS patients. We could observe that 78% of controls presented
MCV below 100 fl and 81,8% of patients receiving HU showed MCV above 100 fl.
Then, the difference in MCV between groups probably was determined by HU effect in
patients under treatment. The correlation between MCV and HbF reinforces this concept, as
noted by others (Charache ez al 1992). Changes in cellular hydration may be indicated by
the high MHC (Charache et g/ 1992) and can explain the high median value observed
group receiving HU. The high Hb content seems to be responsible for the expanding
volume of cells more than an effect of chemotherapy (Charache ef al 1992, Milner 1986)

A study that evaluated the laboratorial and clinical responses in paediatric
patients with severe SC disease to HU therapy showed a significant increase in HbF and
Feell percentages, without changes in haemoglobin concentrations, reticulocyte counts and
total bilirubin measurements. All patients improved clinically and the increase in HbF
parameters was much higher than in the adult pilot trial, probably because adult with HbSC

disease are subjects to a long-term genetic silencing of y globin genes (Miller ef al 2001).
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The Hb F levels in sickle cell disease depend on three processes: F cell
production, Hb F biosynthesis within Fcell and preferential Feell survival. HbF production
response is the result of a combination and degree of equilibrium among these three
processes (Dover ef al 1978). Then, the quantification of Feell is an important laboratorial
parameter in evaluating HbF production in SCD (Maier-Redelsperger, Eliot & Girot 1998).
Wood er al (1975), using anti-HbF antibodies conjugated with FITC i fixed smears
determined that the distribution of HbF-containing cells in normal persons was 2.7%+1.4%
and ranged from 30% to 59% in five patients with sickle cell anaemia. More recently the
percentage of Fcell was quantified using a flow cytometer in a large group of SCD children.
The results of quantitation of % Fcell were similar to the observed in our adult patients
group under HU treatment ( x= 5594199 and x= 58.75£19.46, respectively)
{(Marcus ef al  1997). Although the amount of HbF/Fcell was higher in patients taking HU
than in controls, none of the patients reached the threshold value of 15 pg of HbF/Fcell,
suggested as adequate to interfere in sickling process (Marcus & Ware, 1999). Our median
value of HbF/Fcell was lower than those observed in other studies (Goldberg ef al 1990,
Dover et al 1978), but it was near to reported in two patients treated with HU for longer
than 7 years (Dover & Charache 1992). There was no correlation between the amount of
HbF/Feell and Feell count. These data support the idea that both variations of HbF/Fcell
and Fcell count are independent and possibly regulated by different genetic factors
(Maier-Redelsperger ef al 1994, Steinberg, Nagel & Brugnara 1997).

Significant correlations between MRV and HbF levels and between MRV and
Fcell observed in patients who took HU suggest that macroreticulocytes contain higher
HbF concentration than oldest erythroid cells and correspond to so-called F reticulocytes.
These reticulocytes coexpress adult and fetal globin and are produced with acute erythroid
stimulation (Blau et al 1993). Fcell number is the result of Fcell production and selective
peripheral lysis of non-Fcells. On the other hand, F reticulocytes directly reflect changes in
F cell production {(Maier-Redelsperger, Elion & Girot 1998).

RTC are particularly active in adhesion of sickle cells to endothelial cells.
A reduction in the adhesive process would facilitate movement of erythrocytes through the

capillary bed before sickling occurs. Thus, the reduction in RTC number after HU therapy

Apéndice
73



could account for improving the clinical course of SCD patients, independent of HbF
synthesis induction (Bridges er al 1996). The decreased neutrophil counts due to HU
administration probably play a role in producing clinical benefit in SCD patients. Lower
neutrophil number may limit the extent of tissue destruction and the severity of pain afier
vaso-occlusion and infarction (Charache 1997). Our results support these laboratorial
evidences consequent to HU therapy. RTC immaturity and changes in RTC volume
associated to HbF synthesis may provide interesting data about the effect of HU m HbF
production and erythroid kinetics in SCD patients.

Table I: Haematologic data in 13 SCD patients under hydroxyurea treatment and 33

controls. Values in median and range.

Variable Patients under HU Controls P vaiue
WRBC (X10°/D) 7.6(3.3-12.5) 10.5(5.4-21.4) 0.0035
Neut (X10%1) 3.53 (1.5-7.8) 545(1.9-17.1) 0.0097
PLT (X101 301.0 (144.0-625.0) 374.0 (100.0-605.0) 0.09235
Hb (g/dl) 9.1(73-11.7) 8.1(63-11.1) 0.0490
MCV () 110.0 (91.0-128.0) 91.0 (64.0-109.0) < 0.06001
MCH (pg) 35.7(28.7-44.1) 28.8 (19.4-36.7) 0.0001
RDW (%) 16.4 (15.0-24.7) 23.5(16.3-29.6) 0.0002
RTC(%) 2.4{1.1-7.8) 6.59 (0.32-11.2) 0.0058
RTC% (FO) 54(2.9-14.0) 8.4(1.5-15.6) 0.0564
CRC(%4) 1.97(0.7-5.13) 3.7{02-7.1) 0.0180
RTC# (X10°/1) 74.9 (26.5-216.7) 174,5(11.3-397.8) 0.0015
MF1{(%0) 17.4 (5.77-26.60) 17.4(9.0-31.2) 0.4207
MFE (X10°/1) 13.86 (1.89-43.97) 29.4 (1.9-974) 0.0128
MRV (f) 125 (108-142) 110.0 (78.0-137.0) 0.0003
HbF (%) 14.2 (5.1-20.2) 5.6(0.8-16.6) 0.0003
Feell (%) 57.0(27.4-94.3) 25.6 (2.6-73.0) 0.0008
HbE/Feell (pg/cell) 7.9(5.3-13.4) 5.9(2.6-13.1) 0.0003
Thil (mg/dl) 2.0(0.9-3.3) 3.1(1.0-10.9) 0.1372

WRBC: white blood cells count, Neut: neutrophil count, PLT: platelet count, Hb: haemoglobin concentration,
MCV: mean cell volume, MCH: mean cell haemogiobin, RDW: red celi distribution width, RTC: reticulocyte
countt measwed by Pentra 120 Retic, RTC-FC: reticulocyte count measured by FACSCalibur Flow
Cytometer, CRC: corrected reticulocyte count, RTC#: reticulocyte absolute count, MFI: mean fluorescence
index, MRV: mean reticulocyte volume, HbF: haemoglobin F concentration measured by alkali denaturation

method, Feell: Feell count measured by FACSCalibur Flow Cytometer, HbF/Feell: amount of HbF per Feell,
TRil: total bilirubin.

Apéndice
74



Table 2: Correlation coefficient data comparing haematologic parameters observed in 13

patients under hydroxyurea treatment and 33 controls.

Variables With HU Controls

R P value R P value
Hb x HbF 0.6247 0.9359 0.2277 $.2099
MCV x HbF 0.6437 0.017% $.4053 0.9214
MCV x Hb -0.0013 0.6936 -0.1812 0.3127
MRV x HbF 257717 0.0387 0.2739 0.1292
MRV x MFI# 0.1210 0.6936 $.0620 0.7316
MRV x Feell 3.5667 0.0434 0.4046 0.621%
HbF x Feell 0.7582 8.0027 8.9342 < 0.0001
HbF x RTC# -0.5109 0.0743 0.2742 0.1287
HbF x MFI# -0.32%6 0.2713 -0.0170 0.9262
Hb x RTCH# 0.2644 0.3826 0.2021 0.2592
HbF/Fcell x Feell 0.0494 0.8725 0.2895 0.1079

Hh: haemoglobin concentration, HbF: haemoglobin F concentration, MCV: mean cell volume, MRV: mean
reticulocyte volume, MFL mean fluorescence index, RTC #: reticulocyte absolute count, Feell: Feell count,
HbF/Feell: amount of HbF per Feell.
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Figure 1: Erythrocyte and reticulocyte counts measured by FACSCalibur Flow Cytometer,
using thiazole orange as fluorocrome (Retic-TO) in A: a SCD patient under HU
treatment showing erythrocytes (M1) and 1.5% reticulocytes (M2) and B: a
control showing erythrocytes (M1) and 18.0% reticulocytes (M2)
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Figure 2: Boxplots related to Mean Fluorescence Index (MFI) # in 33 controls and
13 SCD patients under hydroxyurea treatment.
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Figure 3: Erythrocytes and F cell counts measured by FACSCalibur Flow Cytometer using
human fetal haemoglobin FITC as fluorccrome (HbF FITC) in A: a SCD patient
under HU treatment showing: erythrocytes that not contain HbF (M1) and
containing 65% HbF (M2) and B: a control showing erythrocytes that not contain
HbF (M1) and erythrocytes containing 16% HbF (M2)
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Figure 4: Boxplots related to HbF/Fcell in 33 controls and 13 SCD patients under
hydroxyurea treatment.
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