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KEYWORDS Abstract

Oxidative stress; Objective: To determine eight parameters of oxidative stress markers in erythrocytes from

Sickle cell disease; children with sickle cell disease and compare with the same parameters in erythrocytes

Children from healthy children, since oxidative stress plays an important role in the pathophysiology of
sickle cell disease and because this disease is a serious public health problem in many countries.
Methods: Blood samples were obtained from 45 children with sickle cell disease (21 males and
24 females with a mean age of 9 years; range: 3-13 years) and 280 blood samples were obtai-
ned from children without hemoglobinopathies (137 males and 143 females with a mean age of
10 years; range: 8-11 years), as a control group. All blood samples were analyzed for methemo-
globin, reduced glutathione, thiobarbituric acid reactive substances, percentage of hemolysis,
reactive oxygen species, and activity of the enzymes glucose 6-phosphate dehydrogenase, supe-
roxide dismutase, and catalase. Data were analyzed using Student’s t-test and were expressed
as the mean =+ standard deviation. A p-value of <0.05 was considered significant.
Results: Significant differences were observed between children with sickle cell disease and
the control group for the parameters methemoglobin, thiobarbituric acid reactive substan-
ces, hemolysis, glucose 6-phosphate dehydrogenase activity, and reactive oxygen species, with
higher levels in the patients than in the controls.
Conclusions: Oxidative stress parameters in children’s erythrocytes were determined using sim-
ple laboratory methods with small volumes of blood; these biomarkers can be useful to evaluate
disease progression and outcomes in patients.
© 2016 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).
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PALAVRAS-CHAVE
Estresse oxidativo;
Doenca falciforme;
Criancas

Marcadores de estresse oxidativo em eritrocitos de criancas com doenca falciforme

Resumo

Objetivo: Determinar parametros de estresse oxidativo em eritrdcitos de criancas com doenca
falciforme e compara-los com os mesmos parametros em eritrocitos de criancas saudaveis, pois
o0 estresse oxidativo desempenha um importante papel na fisiopatologia da doenca falciforme,
considerada um sério problema de saude publica em muitos paises.

Métodos: Foram obtidas amostras de sangue de 45 criancas com doenca falciforme (21 meninos
e 24 meninas com média de 9 anos, variacdo de 3 a 13) e 280 amostras de sangue de criancas
sem hemoglobinopatias (137 meninos e 143 meninas com média de 10 anos, variacdo de 8 a 11),
como grupo controle. Em todas as amostras foram determinados meta-hemoglobina, glutati-
ona reduzida, substancias reativas ao acido tiobarbiturico, porcentagem de hemolise, espécies
reativas de oxigénio e atividade das enzimas glucoseé-fosfato desidrogenase, superdxido dis-
mutase e catalase. Os dados foram analisados com o teste t de Student e foram expressos como
média + desvio padrao. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados: Foram observadas diferencas significativas entre as criancas com doenca falciforme
e o0 grupo controle para os parametros meta-hemoglobina, substancias reativas ao acido tio-
barbiturico, porcentagem de hemolise, espécies reativas de oxigénio e atividade da enzima
glucose6-fosfato desidrogenase, com niveis aumentados nos pacientes.

Conclusoes: Foi possivel determinar parametros de estresse oxidativo em eritrocitos de
criancas, com técnicas laboratoriais simples e pequenos volumes de sangue. Esses biomarcado-
res podem ser Uteis na avaliacao da progressao e dos resultados de tratamentos da doenca.

© 2016 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este € um artigo
Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.
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Introducao

A doenca falciforme é uma das doencas hematologicas mais
comuns do mundo e é um problema de saude publica grave
em muitos paises, incluindo o Brasil." Ha mais de 2 milhoes
de brasileiros portadores do gene da doenca falciforme e
estima-se que essa doenca tenha uma incidéncia de um em
cada 1.000 nascidos vivos. Em 2001, um decreto do Minis-
tério da Salde incluiu triagem de hemoglobinopatias nos
programas de triagem preexistentes.’

A doenca falciforme foi caracterizada como uma doenca
multissistémica associada a episodios de doenca aguda e
dano progressivo em 6rgaos, que comeca na infancia e é
responsavel principalmente por uma expectativa de vida
reduzida nos pacientes afetados.’ As taxas de morbidez e
mortalidade ainda sao altas em pacientes com a doenca fal-
ciforme. No Brasil, até 25% das criancas afetadas faleceram
durante seus primeiros 5 anos de vida, porém o diagnds-
tico precoce e o tratamento podem reduzir essas taxas e
melhorar sua qualidade de vida.*

A hemoglobina falciforme resulta de uma substituicao
de acido glutamico por valina na sexta posicdo da cadeia
B globina.> A variacdo ostensivamente minima é a origem
da hemoglobina S e é responsavel pelas alteragoes signifi-
cativas na estabilidade e na solubilidade da molécula.® A
tendéncia de a hemoglobina S desoxigenada se submeter
a polimerizacdo esta na base de inUmeras expressoes das
sindromes falciformes com hemolise intravascular.” A hemo-
globina plasmatica livre pode iniciar a peroxidacao lipidica e
o heme, que prontamente se dissocia da meta-hemoglobina,
pode contribuir significativamente para o estresse
oxidativo,® que pode desempenhar um papel significativo
na fisiopatologia da disfuncao microvascular relacionada a
doenca falciforme, na vaso-oclusao e no desenvolvimento

de lesbes nos 6rgdos.’ Os biomarcadores do estresse oxi-
dativo podem, portanto, ser potencialmente Uteis, tanto
para identificar pacientes com alto risco de dano oxidativo
quanto para avaliar os efeitos de terapias antioxidantes.®
O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros
do estresse oxidativo em eritrocitos de criancas com
doenca falciforme, incluindo percentuais de hemolise,
meta-hemoglobina, glutationa reduzida, substancias reati-
vas ao acido tiobarbitirico, atividade da glucose-6-fosfato
desidrogenase, espécies reativas de oxigénio e as enzimas
antioxidantes catalase e superoxido dismutase.

Métodos

Substancias quimicas

Acido metafosforico, 2-mercaptoetanol, pirogalol, hidro-
cloreto de 2,2-azobis (2-amidinopropano) (AAPH), acido
etilendiaminotetracético (EDTA) e acido 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoico (DTNB) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO, EUA). Fosfatos de sodio e de potassio, saponina,
acido tricloroacético e acido tiobarbitirico foram forneci-
dos pela Vetec Ltda. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Citrato
de sodio, tris (hidroximetil) aminometano e metanol foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A atividade da Gé6-
PD foi determinada com o PD410 dos Laboratorios Randox
(Antrim, Reino Unido). Todos os solventes organicos eram
de alta qualidade e passaram por dupla destilacao e todas
as outras substancias quimicas eram de grau analitico.

Amostras de sangue

Foram obtidas amostras de sangue de 45 criancas diagnosti-
cadas com doenca falciforme (21 meninos e 24 meninas com
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