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Resumo

Objetivo: Este estudo teve como objetivo verificar os niveis séricos de ICAM-1 em criancas
com doenca falciforme com crise e sem crise clinica, comparando com um grupo controle
saudavel. Métodos: As dosagens de sICAM-1 foram realizadas através da técnica de
enzimaimunoensaio (ELISA). Resultados: As andlises demonstraram aumentos significati-
vos de sICAM-1 em pacientes com doenca falciforme em relagéo ao grupo controle. No
entanto, ndo houve diferencas estatisticas nos niveis desta molécula entre os pacientes
com a doencga, embora tenha se mostrado aumentada na maioria dos pacientes. sICAM-1
também apresentou uma correlagéo positiva com a contagem de leucécitos, o que possibi-
lita sugerir que o aumento de leucécitos esteja associado a lesdo endotelial nestes pacien-
tes. Conclusao: Sugere-se também que sICAM-1 esteja envolvida no processo de ativagéao
endotelial e vasocluséao, e que a maioria dos pacientes com doenca falciforme apresente
lesdo endotelial mesmo sem estar em crise clinica.
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INTRODUCAO

A anemia falciforme é a doencga hereditaria mono-
génica de maior ocorréncia no Brasil, e com predominan-
cia em pessoas afrodescendentes." Nesta doenca ocor-
re uma mutacdo no cromossomo 11, a qual promove a
substituicdo do aminoécido valina pelo acido glutamico na
posicdo 6 da cadeia beta de hemoglobina, modificando
sua estrutura molecular e dando origem a hemoglobina S
(HbS).?

A HbS em condicdes de hipoxia sofre um processo
de polimerizagéo assumindo a forma de foice,® trazendo
rigidez as hemacias, o que prejudica sua passagem pelos
pequenos vasos e capilares. Assim, ocorrem fendmenos
de vasoclusdo, acarretando infartos com lesdes de diver-
sos 6rgaos e episodios de dor.*

A doenca de origem africana, descrita pela primeira
vez pelo Dr. James Herrick,® chegou as Américas pela imi-
gracao forcada de negros trazidos como escravos. No Bra-
sil tem predominancia entre pardos e negros, mas pode
estar presente em brancos.® No estado do Parana, de
acordo com estudos realizados por Watanabe,” ha uma
prevaléncia de 2,2 homozigotos SS a cada 100 mil recém-

nascidos vivos e um heterozigoto para cada 66 recém-nas-
cidos vivos. Gongalves et al.® afirmam que a doenca
falciforme ocorre em um a cada quinhentos nascidos afro-
americanos e em um a cada mil a 4 mil nascidos hispano-
americanos.

O termo doenca falciforme nédo se refere apenas a
anemia falciforme, mas engloba todo um grupo de anemi-
as hemoliticas hereditarias que t¢m em comum a presen-
¢a de hemoglobina S no interior da hemacia.® A anemia
falciforme é assim denominada quando os individuos apre-
sentam estado homozigético para hemoglobina S. O gene
S é determinante na alterag@o estrutural da hemoglobina.(®
O gene da HbS pode formar ainda combina¢des com ou-
tras anormalidades hereditarias, como hemoglobina C, D
e beta-talassemia, gerando doenga SC, doenc¢a SD e do-
enca Sp-talassemia, constituidas no grupo das doencas
falciformes. Além disso, quando o individuo herda de um
dos pais o gene da hemoglobina A (HbA) e do outro o gene
da HbS, ele é considerado portador do traco falciforme,
nédo apresentando os sintomas da doenca.® Contudo, a
anemia falciforme destaca-se nesse grupo devido a sua
morbidade e alto indice de mortalidade, tendo sido apon-
tada como uma questéo de saude publica.™
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Para que as moléculas de HbS se agreguem, além
da auséncia de oxigénio é necessario que estas estejam
em um alto nivel de concentracéo dentro da célula.("® De-
pois de seguidos episédios de falcizacdo, as células tor-
nam-se desidratadas pela perda de potassio e agua.®
Esse processo eleva os niveis de CHCM favorecendo o
aumento de polimeros de HbS. A polimerizagao é intensifi-
cada pela faléncia da bomba de Ca?*/ATPase, causando
alteracé@o na permeabilidade da membrana da hemaécia,
sendo este o principal fator da irreversibilidade do eritrécito
falcizado."®

A anemia hemolitica geralmente aparece como um dos
primeiros sintomas em pacientes com essa doenca, estan-
do diretamente relacionada com o declinio dos niveis de
hemoglobina fetal (HbF).("™® A hemoélise promove a libera-
¢éo de hemoglobina no plasma, convertendo o 6xido nitrico
(NO) em nitrato inativo. A diminui¢cdo nas concentragées de
NO causa uma alteragédo na homeostasia vascular, aumen-
tando a ativacao de plaquetas e a adeséo de moléculas ao
endotélio, promovendo vasoconstricdo e consequente vaso-
clusdo.!"® Este evento leva o paciente a ter crises de dor,
infartos e necrose de 6rgdaos como ossos e articulagées,
baco, pulmdes e outros.('")

Clinicamente, os pacientes com anemia falciforme néao
apresentam os sintomas da doenca até os 6 meses de vida,
pois nessa fase ainda ha um alto nivel de HbF,("® que exerce
um fator protetor contra a falcizagédo, pois possui maior afi-
nidade pelo oxigénio e ndo se incorpora ao polimero de
Hbs_(6,19,20,21)

As manifestagdes clinicas na doenca falciforme podem
se apresentar de forma aguda ou crénica.?? Os fenémenos
vasoclusivos acometem principalmente ossos, figado, pul-
mdes, cérebro, bago e pénis. Em criancgas, as dores 6sse-
as costumam ser confundidas com osteomielite aguda e a
hipoxia cerebral pode levar a convulsées ou acidente vas-
cular cerebral. Podem ocorrer crises aplasticas muitas ve-
zes causadas por infecgdo das células eritroides pelo parvo-
virus B19. Além disso, em criangas com esplenomegalia
pode ocorrer crise por sequestro, a qual pode ser converti-
da por transfusées.®

A hipéxia tecidual causada pela vasoclusédo na doen-
ca falciforme desencadeia fendmenos inflamatérios que
variam sua intensidade de acordo com o grau de necrose
tecidual. A inflamacédo gerada promove a liberacdo de
citocinas inflamatérias no local da leséo, promovendo a ex-
presséo de moléculas de adesdo. Essas moléculas estimu-
lam a quimiotaxia de leucoécitos, que liberam peréxido de
hidrogénio acentuando a leséo vascular.?#?) Avasoclusao
nesta doenca é causada devido a interagéo que ocorre en-
tre a hemacia falciforme e o endotélio vascular. Assim, quanto
maior for essa interagdo, maior sera a gravidade da doen-
¢a,?" e esta aderéncia é diretamente proporcional a densi-
dade da célula. Ap6s a adeséo, as células endoteliais tor-

230

nam-se ativadas®® e, além de promover alteragées no pro-
cesso de coagulagéo, desencadeiam fendmenos inflama-
térios com a mobilizagdo de granulécitos e monécitos.(*?
As células endoteliais também séao responsaveis pela li-
beracdo de endotelina-1, que aumenta as concentracdes
plasmaticas de Molécula de Adeséo Celular Vascular-1
(VCAM-1) e Molécula de Adeséao Intercelular-1 (ICAM-1),
e estimula a secrecéo de citocinas inflamatérias por mon6-
citos.®)

A ICAM-1 é uma glicoproteina transmembrana utili-
zada como um indicador da inflamagéo.®® Sua expres-
sdo é evidente na superficie de células endoteliais,®" e,
em condi¢des normais, essa molécula esta presente em
baixos niveis, tendo sua expresséao estimulada drastica-
mente ap6s a ativacé@o das células endoteliais por fator
de necrose tumoral-o (TNF-a), interleucina-1 (IL-1),
interferon-y, endotoxina ou lipopolissacarideos.®"** Quan-
do expressas, as moléculas de adeséo apresentam uma
superficie adesiva que permite a ligacdo de leucécitos
recrutados durante a resposta inflamatoéria.®® Em estu-
do realizado por Solovey et al.,®*® maiores concentragdes
de sICAM-1 foram encontradas em pacientes com ane-
mia falciforme quando em comparagéo a um grupo con-
trole.

Deste modo, sICAM-1 parece estar envolvida nos
processos de ativacé@o endotelial e de vasoclusao, po-
rém a existéncia destes estudos em criangas é pouco co-
mum.®?) Apesar de ser uma molécula estrutural, ICAM-1
pode ser mensurada in vivo por meio de sua forma solu-
vel (sICAM-1).(®

Devido aos raros estudos relacionados a concentra-
¢éo de sICAM-1 em criangas com doenga falciforme, este
trabalho tem como objetivo a dosagem sérica dessa molé-
cula nesses pacientes, tanto em crise clinica como na au-
séncia de crise, de modo a comparar os valores obtidos
com as dosagens encontradas em pacientes nao portado-
res da doenca.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado buscando a compara-
¢éo entre as dosagens de sICAM-1 em trés populagées:
pacientes com doenga falciforme sem crise clinica, pacien-
tes com doenga falciforme com crise clinica e pacientes sem
doenca falciforme (grupo controle). Todos constituidos por
individuos de sexo feminino e masculino, com idade entre 0
e 21 anos.

Foram analisadas 45 amostras do soro de pacientes
doentes, sendo 17 em crise e 28 sem crise, atendidos no
servico de hematologia pediatrica do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, PR.
Nesses grupos incluiram-se os genétipos SS, SC, SD e Sp.
O material coletado para pesquisa ja realizada anteriormente
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foi fornecido a este estudo. Simultaneamente, foram dispo-
nibilizados os prontuarios com as demais informacdes des-
ses pacientes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas
da UFPR em 20 de maio de 2010.

O grupo controle foi constituido de 17 amostras
fornecidas por um Laboratério de Analises Clinicas situado
na cidade de Toledo, PR, apés assinatura de Termo de Res-
ponsabilidade e Sigilo.

As amostras de sangue foram colhidas para realiza-
cao de exames de rotina. O hemograma dos pacientes foi
realizado pelo laboratério e os resultados fornecidos a este
estudo.

A determinacdo das concentracdes séricas de
ICAM-1 foi realizada no laboratério de Hematologia da
Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR)
campus Toledo, através da técnica de enzimaimunoensaio
(Elisa), seguindo os critérios exigidos na bula do kit da
Invitrogen™ e utilizando leitor de Elisa da marca Biotek
(modelo ELX800) para leitura das absorbancias. Foram
excluidas as amostras visualmente hemolisadas ou
lipémicas.

As analises estatisticas foram realizadas por meio da
Andlise da Variancia (Anova), com critérios de significancia
adotados para p < 0,05, seguido do teste de Tukey. Foi uti-
lizado o Coeficiente de Correlagdo de Pearson para verifi-
car arelagéo entre variaveis.

RESULTADOS

Os pacientes foram divididos em trés grupos: contro-
le, falciforme sem crise e falciforme com crise, os quais
apresentaram as seguintes concentracdes de sICAM-1:
262,9 ng/mL, 406,8 ng/ mL e 465,7 ng/ mL, respectivamen-
te (p=0,0001). As analises demonstraram aumentos esta-
tisticamente significativos de sICAM-1 em pacientes com
doenca falciforme, tanto em crise clinica como na ausén-
cia de crise, em relagdo ao grupo controle (Figura1).

Em relacdo a comparacgéao das concentragdes séricas
de ICAM-1 com a variavel leucécitos, essa molécula apre-
sentou uma correlagéo positiva fraca quando comparados
todos os pacientes (r=0,419) (Figura 2).

Concentragdes de sICAM-1
M sICAM-1 (ng/mL)

Controle Falciforme sem crise
Controle x Falciforme sem crise
* Estatiscamente diferentes (ce = 0,05)

Falciforme com crise

Figura 1. Concentragées de sICAM-1
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DISCUSSAO

Os niveis séricos de ICAM-1 encontrados nos trés
grupos analisados apresentaram diferenca estatistica-
mente significativa quando comparando o grupo controle
aqueles representados pelos pacientes com doenca
falciforme, tanto estaveis como em crise clinica (Figura
1). No entanto, ndo houve diferenca estatistica conside-
ravel nos niveis de sICAM-1 na comparacéo entre os dois
grupos com doenca falciforme, sugerindo um estado de
ativacdo endotelial em ambos os grupos de pacientes com
doenga falciforme,(353%40) pois as concentragdes de
sICAM-1 apresentaram-se aumentadas na maioria dos
individuos.

De acordo com Vichinsky,*" na anemia falciforme ha
um aumento na produgéo de moléculas de adeséo ocasi-
onado pela reducéo da biodisponibilidade de NO. Devido
a hemdlise que ocorre nesses pacientes, a hemoglobina é
liberada no plasma onde degrada o NO promovendo a ini-
bicdo da vasodilatagao“? e disfungao endotelial,*® que
acarreta aumento na produgéo de moléculas de adeséo“"
contribuindo para o fenémeno vasoclusivo.*¥ E provavel
que isso justifique os niveis elevados de sICAM-1 em pa-
cientes com essa doenca, mesmo na auséncia de crise
vasoclusiva. Apesar de nossos estudos demonstrarem um
aumento nos niveis séricos de ICAM-1 em pacientes com
doenca falciforme, essa molécula ndo aumentou de forma
consideravel em pacientes em estado de crise vasoclusiva,
possivelmente justificado pelo estado de inflamacéo croé-
nica existente.("?

Um estudo realizado em 2009 mostrou que individu-
os hipercolesterolémicos apresentam maiores niveis de
sICAM-1 e, como consequéncia, maior risco de leséo
endotelial.*® Glowinska et al.,*® encontraram maiores ni-
veis de sICAM-1 em criangas magras hipertensas. Assim
como em nosso trabalho, Benkerrou et al.,*” Blum et al.t?
e Kanavaki et al.“¥ também verificaram niveis séricos de
ICAM-1 relativamente maiores em pacientes com doenca
falciforme quando compararam a um grupo controle repre-
sentado por individuos saudaveis, confirmando um grau de
ativacao endotelial importante em pacientes com essa do-
enca, mesmo sem crise clinica. Isso provavelmente seja
explicado pela adeséo de eritrécitos ao endotélio vascular,
a qual desencadeia fendmenos inflamatoérios.(?

Outra possivel explicagao para os niveis elevados de
sICAM-1 nos individuos doentes é o aumento na produgéo
de moléculas de adesao induzido por citocinas pré-infla-
matorias, como TNF-a e interleucina-8 (IL-8), as quais tém
sido descritas no plasma de pacientes com anemia
falciforme sem crise. Essas alteracdes podem estar rela-
cionadas ao aumento da expressédo de moléculas de ade-
sd@o no endotélio vascular.“® Klimiuk et al.®® afirmam que
a producdo de sICAM-1 é induzida por citocinas na
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disfuncao endotelial, tendo seu envolvimento no processo
inicial da inflamacéo. As citocinas também estdo envolvi-
das no crescimento e na producéo de leucécitos.®" Assim,
sugere-se que os mesmos fatores que aumentam a conta-
gem de leucécitos também podem induzir um aumento nos
niveis de sICAM-1.

Diferentemente de estudos ja discutidos, Merisio®")
encontrou concentracdes menores de sICAM-1 em paci-
entes em estado de crise vasoclusiva em comparacgao a
pacientes estaveis quando dosou essa molécula em cri-
ancas com doenca falciforme, sugerindo que possivelmente
sICAM-1 apresente sua velocidade de depuracdo mais ra-
pida na crise vasoclusiva.

Em relacdo a contagem de leucécitos, essas células
demonstraram uma correlagao positiva fraca com as con-
centragdes de sICAM-1. Esse resultado indica que o au-
mento dessas células sanguineas pode estar diretamente
relacionado a elevagéao nos niveis séricos dessa molécu-
la. Alguns autores afirmam que a leucocitose é considera-
da fator independente de risco para morte precoce em pa-
cientes com doenca falciforme na auséncia de crise, além
de estar associada a complicacdes dessa doenga, como
acidente vascular cerebral e priaprismo.?55) Também ha
indicadores que estabelecem uma correlagdo entre o grau
de leucocitose e a morbidade nesses pacientes.?>%) Isso
provavelmente seja justificado pelo fato da anemia
falciforme ser caracterizada pela ocorréncia de um estado
pro-inflamatério apresentando aumento na contagem de
leucécitos.54

Ataga et al.®® verificaram contagens elevadas de
leucocitos em pacientes adultos com anemia falciforme sem
crise comparando a um grupo controle representado por
adultos saudaveis. Concordando com nossos resultados,
Benkerrou et al.“? encontraram maior contagem de leuco-
citos totais em seu estudo envolvendo criangas africanas
com doenca falciforme.

Em concluséo, verificou-se que had um aumento sig-
nificativo nas concentragées séricas da molécula ICAM-1
em criancas com doenca falciforme, a qual possivelmente
esteja envolvida na ativagédo endotelial nesses pacientes,
mesmo na auséncia de crise vasoclusiva. No entanto, em
estado de crise, as concentracdes dessa molécula nao
apresentaram um aumento consideravel em comparacgéao
com o grupo sem crise, sugerindo que sICAM-1 nédo pode
ser considerada um marcador de crise clinica na doenca
falciforme.

Devido a correlagédo positiva apresentada com
sICAM-1, um aumento na contagem de leucécitos pode tam-
bém ser sugestivo de lesdo endotelial. Entretanto, tornam-
se necessarios mais estudos em relagédo as dosagens des-
sa molécula em portadores de doenca falciforme, inclusive
em criangas, a fim de buscar melhorias na qualidade de vida
desses pacientes.
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Abstract

Objective: This study aimed to determine the serum levels of ICAM-1in
children with sickle cell disease with and without clinical crisis, compared
with a healthy control group. Methods: Dosages of sICAM-1 were
performed by enzyme immunoassay technique (ELISA). Results: The
analyzes showed significant increases in sSICAM-1 in patients with sickle
cell disease in the controlled group, However, there were no statistical
differences in the levels of this molecule among patients with the disease,
although it has been shown to be elevated in most patients. sSICAM-1
also showed a positive correlation with the leukocyte count, which allows
to suggest that the increase in leukocytes is associated with endothelial
injury in these patients. Conclusion: It is also suggested that sICAM-1
is involved in endothelial activation process vaso-occlusion and that most
patients with sickle cell disease present endothelial injury without even
being in clinical crisis.
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Sickle cell disease; Elisa; sSICAM-1
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