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Resumo

Objetivo: verificar associacdes entre os genotipos de a-Tal e 0s haplotipos do agrupamento
de genes da B°-globina com caracteristicas clinicas e hematolégicas em uma populacéo de
criancas triadas pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG) e
acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundacdo HEMOMINAS.
Metodos: coorte retrospectiva, com amostra aleatorizada, na qual foram incluidas criancas
triadas pelo PETN-MG e encaminhadas ao HBH, com perfil eletroforético compativel com
anemia falciforme (SS ou SB°-talassemia), nascidas no periodo entre 01/01/1999 e
31/12/2006. Os dados foram coletados nos prontuarios médicos do HBH. Os pacientes foram
acompanhados por, no minimo, dois anos e meio, até 30/06/2009. A genotipagem de a-Tal foi

3.7. 4.2, SEA. FIL. MED. 20.5 THAI
ot SEALFIL_MED. (205 ¢ _THAN Og

realizada por PCR multiplex (alelos: -a
haplotipos B° foram determinados por PCR-RFLP. Resultados: Foram analisadas 221
criancas, sendo 119 (53,8%) do sexo feminino e 102 (46,2%), do masculino. A idade variou
entre 2,5 e 10,4 anos. Duzentos e 0ito (94,1%) eram homozigotos para o alelo B° e 13 (5,9%)
possuiam o gendtipo SB°-tal. Dos 208 sujeitos SS, 58 (27,9%) eram heterozigotos (- '/oa) e
trés (1,4%) homozigotos para a-Tal (-a>'/-0>"). Dos 13 sujeitos SB°-tal, cinco (38,5%) eram
heterozigotos (-o>'/aw). Entre os 208 sujeitos SS, havia 82 (39,43%) com o gendtipo
CAR/CAR, 69 (33,17%) Ben/CAR, 49 (23,56%) Ben/Ben, dois (0,96%) CAR/Atp, dois
(0,96%) Ben/Atp, dois (0,96%) Arabe-Indiano/Ben e dois (0,96%) ndo puderam ser
caracterizados. Dos 412 cromossomos f° genotipados nos sujeitos homozigotos (Hb SS), 57%
eram do tipo CAR, 41,5% eram Ben, 0,5% eram Arabe-Indiano e 1% eram atipicos. Nos
sujeitos homozigotos, a presenca de a-Tal associou-se significativamente com a diminuigéo
dos niveis de VCM, HCM, leucacitos e reticuldcitos, e ndo influenciou os niveis de Hb total,
Hb F e plaquetas. N&o houve associaco significativa entre haplotipos B° e 0s niveis médios
de Hb total, Hb F, VCM, HCM, leucocitos e reticulocitos. O nivel de plaquetas foi
significativamente maior no grupo com o genétipo Ben/CAR quando comparado com o
Ben/Ben e CAR/CAR. Ndo houve associagdo significativa entre a presenga de o-Tal e a
frequéncia de episddios de sindrome toracica aguda, transfusdes sanguineas e sequestro
esplénico agudo. A presenca de a-Tal foi fortemente associada com a diminuicdo do risco de

doenca cerebrovascular (Doppler transcraniano alterado ou AVC clinico; P=0,007). Nao
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houve associacdo significativa entre os haplotipos B° e a frequéncia de episddios de sindrome
torécica aguda, transfusbes sanguineas, sequestro esplénico agudo e doenca cerebrovascular.
Conclusbes: A associacdo significativa mais importante encontrada foi a da a-Tal com
diminuicdo do risco de doenca cerebrovascular. A presenca ou ndo de a-Tal bem como o
haplétipo B> ndo permitem prever as caracteristicas clinicas da doenca. Outros fatores
moduladores devem ser estudados para definir subfendtipos da doenga e, assim, serem
utilizados em conjunto como ferramenta clinica no acompanhamento dos pacientes. Ressalte-
se que a amostra de criancas proveio de uma Unica fonte, foi aleatorizada e o
acompanhamento seguiu 0 mesmo protocolo de tratamento num Gnico hemocentro, o que

reforga as conclusdes do estudo.
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Abstract

Objectives: To examine associations between the alpha-thalassemia (a-Thal) genotypes and
the B° gene cluster haplotypes (B° haplotypes) with clinical and hematological features in a
population of children derived from the Newborn Screening Program of Minas Gerais (NSP-
MG) and followed-up at the Blood Center of Belo Horizonte (HBH) of HEMOMINAS
Foundation. Methods: children with electrophoretic profile compatible with sickle cell
anemia (SS or SB’-thalassemia) screened by NSP-MG between 01/01/1999 to 12/31/2006 and
followed-up at HBH were included in a randomized retrospective cohort study. Data were
collected from patients’ medical records at HBH. All patients were followed-up for a
minimum of two years and a half, up to 6/30/2009. Genotyping of a-Thal was performed by
multiplex PCR (alleles: -oc3'7; -oc4'2; __SEA; __FIL; __MED; _(a)zo.s e -THAI
determined by PCR-RFLP. Results: 221 children were analyzed, 119 (53.8%) females and
102 (46.2%) males. The age ranged from 2.5 to 10.4 years. Two hundred and eight (94.1%)
were homozygous for the p° allele and 13 (5,9%) were SB°-thal. Of the 208 SS subjects, 58
(27.9%) were heterozygous (-o™'/ac) and three (1.4%) homozygous for a-Thal (-a>"/-o>"). Of
the 13 SB°-thal subjects, five (38.5%) were heterozygous (-o*'/ac). Among the 208 SS
subjects, 82 (39.43%) were CAR/CAR, 69 (33.17%) Ben/CAR, 49 (23.56%) Ben/Ben, two
(0.96%) CAR/Atp, two (0.96%) Ben/Atp, two (0.96%) Arab-Indian/Ben and two (0.96%)
could not be genotyped. Of 412 B° chromosomes genotyped in homozygous subjects for S
hemoglobin (SS), 57% were CAR type, 41.5% were Ben, 0.5% were Arab-Indian e 1% were
atypical. In homozygous subjects for S hemoglobin, the presence of a-Thal was significantly
associated with decreased levels of MCV, MCH, WBC and reticulocytes, and not with the

). B> haplotypes were

levels of total Hb, Hb F and platelets. There was no significant association between B°
haplotypes and total Hb, Hb F, MCV, MCH, WBC and reticulocyte levels. Platelet count was
significantly higher in the group with Ben/CAR genotype when compared with the Ben/Ben
and CAR/CAR. There was no significant association between the presence of a-Thal and the
frequency of episodes of acute chest syndrome, blood transfusions and acute splenic
sequestration. The presence of a-Thal was strongly associated with decreased risk of
cerebrovascular disease (abnormal transcranial Doppler or clinical stroke; P=0.007). There

was no significant association between BS haplotypes and the frequency of episodes of acute
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chest syndrome, blood transfusions, acute splenic sequestration and cerebrovascular disease.
Conclusions: The most important significant association found was between co-inheritance
of a-Thal and decreased risk of cerebrovascular disease. Neither the presence/absence of a-
Thal nor B° haplotypes can alone predict the clinical course of the disease. Other modulating
factors should be investigated to subphenotype the disease and thus be used together as a
clinical tool in monitoring patients. It should be noted that the sample of children has come
from a single source and was randomized; follow-up was uniform and done in a single blood

center, what reinforces the conclusions of the study.
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1. APRESENTACAO

Esta dissertacdo representa o produto final de um trabalho desenvolvido pelo
programa de pos-graduacdo em Ciéncias da Saude, area de concentracdo Saude da
Crianga e do Adolescente, da faculdade de medicina da UFMG e com a parceria da
Fundacdo HEMOMINAS. Inicialmente, sera apresentada uma introducdo e as
justificativas da execucdo do projeto, seguida de uma revisao de literatura completa que
incluiu trabalhos publicados em diversas regides do mundo. A secdo seguinte descreve
detalhadamente a metodologia utilizada no desenvolvimento do estudo. Posteriormente,
foram apresentados dois artigos cientificos que contém os resultados obtidos no
trabalho, sendo que o primeiro foi publicado no volume 124 do periodico Acta
Haematologica e o segundo no volume 34 do periédico Hemoglobin. Finalizando, uma
concluséo breve, sintetizando os principais achados do estudo.
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2. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Servico de Pesquisa da Fundagdo Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Minas Gerais (HEMOMINAS) propde-se a realizar pesquisas que possam aprimorar a
qualidade do atendimento aos pacientes e doadores da Fundacao, visando a aplicacdo de

seus resultados na abordagem de doencas genéticas ou na seguranca transfusional.

Os ambulatérios da Fundacdo HEMOMINAS séo referéncia no estado quanto ao
atendimento dos pacientes nas areas das coagulopatias (hemofilias, doenca de von
Willebrand, dentre outras) e hemoglobinopatias (doencas falciformes, talassemias,
dentre outras). Estdo cadastrados nos ambulatérios aproximadamente 6.000 pacientes
com hemoglobinopatias cujo atendimento por médicos, enfermeiros, psicélogos,
assistentes sociais, dentistas, dentre outros, garante uma abordagem multidisciplinar a

pacientes portadores de uma enfermidade complexa.

O presente trabalho reflete o compromisso das atividades de pesquisa da
Fundagdo HEMOMINAS em contribuir diretamente com a melhoria da qualidade de
atencdo a salde, levando a uma resolubilidade maior, satisfacdo do usuério e

legitimacdo da politica de saude no estado.

Ao mesmo tempo, Minas Gerais (MG) é um estado modelo no Brasil em relacéo
ao diagndstico precoce das doencas falciformes, com a introducdo do Programa de
Triagem Neonatal do Estado de Minas Gerais (PETN-MG) em margo de 1998. Este
programa € coordenado pelo Nucleo de Acbes e Pesquisa em Apoio Diagnostico
(NUPAD, Faculdade de Medicina da UFMG) que encaminha o0s recém-nascidos
diagnosticados com doenca falciforme para acompanhamento multidisciplinar na
Fundacdo HEMOMINAS. Ao final de 2009, aproximadamente 3.500 criancas com
doenca falciforme que foram triadas pelo PETN-MG estao cadastradas nos ambulatorios
da rede HEMOMINAS.
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A anemia falciforme, uma doenca hereditaria causada por uma Unica mutagcéo no
gene da B-globina, produz uma diversidade de expressdes fenotipicas nos pacientes
acometidos (Serjeant, 1992).

As cadeias de alteracdes que ligam o defeito molecular as manifestaces clinicas
nos pacientes com anemia falciforme devem ser consideradas em trés niveis: moléculas
e células; tecidos e 6rgdos; e o organismo completo. Cada um desses niveis implica em
vias preferenciais e numerosos fatores condicionantes que podem intensificar ou
diminuir os efeitos, gerando essa impressionante variabilidade clinica observada. Os

principais fatores que podem influenciar o fenétipo da anemia falciforme séo:

1. fatores genéticos que podem influenciar no processo de polimerizacdo da
hemoglobina S (Hb S), no fenémeno da falcizacdo e na hemolise;

2. outros fatores genéticos que podem alterar a resposta individual a
doenca, a suas complicagdes ou ao tratamento;

3. fatores ambientais como o local onde vive o paciente, prevaléncia de
doencas infectocontagiosas, condi¢Ges socioeconémicas e acesso e

qualidade da assisténcia médica (Zago e Pinto, 2007).

A maior parte das diferencas clinicas e hematoldgicas entre os pacientes com
anemia falciforme deve-se a variabilidade genética relacionada a genes (que podem
estar ligados, ou ndo, ao gene da B-globina) que sdo capazes de modificar a expresséo
da doenca. Entre os fatores genéticos que explicam a variabilidade da expressao clinica
da anemia falciforme estdo a co-heranga de a-Talassemia (a-Tal) e os haplotipos do
agrupamento de genes da B°-globina (Haplétipos B°) (Nagel, 2005; Steinberg, 2005;
Steinberg, 2009). Estes dois fatores serdo analisados no presente estudo.

A relagdo entre a interagdo de a-Tal e os aspectos clinicos e hematoldgicos de
pacientes portadores da anemia falciforme é uma area ainda inexplorada no estado de
MG e pouco documentada no Brasil.

Alguns estudos populacionais sobre os haplétipos B> em pacientes com anemia
falciforme foram realizados no Brasil nos ultimos anos. Cada regido geografica
estudada apresenta caracteristicas préprias quanto a frequéncia dos diferentes
haplotipos, refletindo a origem do fluxo de escravos africanos recebidos na época do

Brasil colonia. A relagdo entre os haplotipos p° e 0s aspectos clinicos e hematoldgicos
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de pacientes com anemia falciforme € uma éarea ainda inexplorada em MG. Alguns
estudos relacionaram esses hapl6tipos com o quadro clinico da doenca, existindo muitas
controvérsias entre eles. A maioria desses estudos foi desenvolvida na Jamaica e nos
Estados Unidos, onde o haplotipo Benin é muito mais frequente do que o haplétipo
CAR, tornando inadequadas comparacgdes entre eles. Estudos realizados em Séo Paulo
(Zago et al., 1992; Goncalves et al., 1994; Figueiredo et al., 1996; Lyra et al., 2005) e
no Rio de Janeiro (Fleury, 2007) mostraram uma grande prevaléncia de individuos
homozigotos para o haplotipo CAR e Benin no sudeste brasileiro, o que propicia uma
analise mais adequada e faz de MG um potencial candidato para realizacdo de estudos

dessa natureza.

O estudo dos haplotipos B° e a investigagdo dos genétipos de a-Tal poderdo ser
utilizados como marcadores progndsticos da doenca em associagdo com outras
caracteristicas clinicas e hematologicas. Adicionalmente, o presente estudo pretende
constituir-se em fonte pioneira de dados referentes & frequéncia dos haplétipos p° e
prevaléncia de o-Tal em pacientes com anemia falciforme em MG, podendo ser Uteis no
estudo de populagdes, origem e evolugdo humana.

A identificacdo de determinantes da gravidade do quadro clinico da anemia
falciforme pode contribuir, ainda, para um manejo adequado e diferenciado da doenca, e
consequentemente, para melhor qualidade de vida e aumento da sobrevida dos pacientes

acometidos por essa doenca.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Hemoglobinopatias

29



A hemoglobina humana é uma molécula tetramérica, tendo como atomo central
um fon ferro num complexo denominado heme, e dois pares de subunidades
polipeptidicas idénticas, cada par codificado por um gene diferente. O agrupamento de
genes da globina alfa (C, a; e ay) esta localizado no cromossomo 16, e 0 agrupamento de
genes da globina beta (e, %y, “y, 8 e B) estd localizado no cromossomo 11.
Curiosamente, 0s genes estdo presentes, em ambos 0S cromossomos, na mesma ordem
em que sdo expressos durante o desenvolvimento humano. Durante a vida fetal, o tipo
predominante de hemoglobina é a hemoglobina Fetal (Hb F-ayy,). Durante o periodo
pos-natal, a Hb F € gradualmente substituida pela hemoglobina A (HbA-a.f2). A
hemoglobina A, (028;) € um tipo minoritario de hemoglobina adulta, que representa
menos de 2,5% da hemoglobina circulante em individuos normais (Frenette e Atweh,
2007).

Os disturbios das hemoglobinas humanas, ou hemoglobinopatias, sdo um grupo
heterogéneo de doencas geneticamente determinadas, de ampla distribuicdo e que
apresentam morbidade significativa em todo o mundo (Weatherall e Clegg, 1999).
Estima-se que aproximadamente 7% da populagdo mundial sdo portadores de doencas
desse tipo e que 500.000 bebés com formas mais graves destas doencas nascem a cada
ano. Apesar desses distlrbios ocorrerem em maior frequéncia nas regides tropicais,
devido as migracgdes eles sdo encontradas na maioria dos paises (Weatherall e Clegg,
2001; Weatherall, 2008). A Tabela 1 mostra a frequéncia génica aproximada de algumas
hemoglobinopatias, classificadas por regiées da Organizacdo Mundial de Saide (OMS).
As informac6es nela contida devem ser interpretadas com reserva, pois grande parte dos
dados foi obtida a partir de estudos pontuais que foram extrapolados para grandes

populagdes (Weatherall, 2008).

As hemoglobinopatias podem ser divididas, fundamentalmente, em dois grandes
grupos: 1) hemoglobinopatias estruturais, em que a alteragdo na estrutura da
hemoglobina se da pela substituicdo, insercdo ou delecdo de um ou mais aminoacidos
em uma ou em ambas as cadeias polipeptidicas; e 2) as hemoglobinopatias por
deficiéncias de sintese ou talassemias, em que ocorre o desequilibrio na quantidade de
cadeias produzidas, principalmente o ou p (Wenning et al., 2000; Weatherall e Clegg,
2001). As hemoglobinopatias sdo responsaveis pela maioria das doengas genéticas letais
(Modell e Bulyzhenkov, 1988).
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Tabela 1 - Frequéncia génica aproximada de algumas hemoglobinopatias, classificadas

por regides da OMS

Regibes de OMS Hb S HbC HbE p-Tal «’-Tal o'-Tal

Africa Subsaariana 1-38 0-21 0 0-12 0 10-50
Américas 1-20 0-10 0-20 0-3 0-5 0-40
Mediterraneo Oriental 0-60 0-3 0-2 2-18 0-2 1-60
Europa 0-30 0-5 0-20 0-19 1-2 0-12
Sudeste Asiatico 0-40 0 0-70 0-11 1-30 3-40
Pacifico Ocidental 0 0 0 0-13 0 2-60

Fonte: Weatherall, 2008

3.2 Doenga Falciforme: aspectos conceituais e moleculares

As doencas falciformes constituem um conjunto de desordens genéticas
autossémicas recessivas, caracterizadas pela presenca de, pelo menos, um alelo mutante
B° e o fendtipo com a concentracdo de Hb S superior a 50% (Ashley-Koch et al., 2000;
Naoum, 2000; Stuart e Nagel, 2004). Os genétipos da doenca falciforme mais comuns
em nosso meio sdo: Hb SS, Hb SC, Hb SB*-tal, Hb SBO-taI e Hb SDpynjan (Januario,
2002).

Nesse grupo destaca-se a anemia falciforme, geneticamente determinada pela
homozigose do gene da hemoglobina S (Hb SS). Este gendtipo apresenta maior
gravidade clinica e hematoldgica, e maior morbidade e mortalidade (Naoum, 2000;
Frenette e Atweh, 2007). A causa dessa doenga é uma mutacao de ponto no gene da f-
globina, com padrdo de heranga autossdmico recessivo, determinando uma hemoglobina
anormal, denominada Hb S, ao invés da hemoglobina normal, a Hb A. Essa mutacéo
causa a modificagdo de um nucleotideo no sexto codon do gene da -globina e assim, a
substituicdo do aminoacido &cido glutdmico por uma valina (Figura 1) (Guasch et al.,
1999; Adorno et al., 2005; Silva et al., 2006; Frenette e Atweh, 2007). Os individuos
portadores do traco falciforme (heterozigotos AS) apresentam em um Cromossomo o

alelo p normal e no outro o alelo mutante °, produzindo, fundamentalmente, uma
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mistura de Hb A e Hb S (Hb AS). Esses individuos sdo assintomaticos, ndo sendo

classificado como doenga (Ashley-Koch et al., 2000).

Cromossomo 11 normal

6° codon gene globina beta —» GAG — Ac. Glu=> Proteina (Hb A)

Cromossomo 11 mutante

6° codon gene globina beta = GTG =% Val =3 Proteina (Hb S)

Figura 1 — Representacdo esquematica da mutacdo génica responsavel pela Hb S

Quando um alelo p° coexiste com um alelo causador de B-Talassemia (B-Tal —
diversos alelos mutantes do gene da B-globina que resultam na ndo transcricdo de
mMRNA para producdo de cadeias beta ou na transcricdo de niveis significativamente
diminuidos), a gravidade da doenca falciforme depende do tipo de mutagdo que causa a
B-Tal (Steinberg, 2008). Quando o alelo B-talassémico coexistente causa a completa
inativacdo do gene P, a doenca falciforme resultante é conhecida como SpB°-Talassemia
(Sp°-Tal) e a gravidade clinica tente a ser semelhante & da anemia falciforme (Hb SS)
(Serjeant et al., 1979). Entretanto, quando o alelo B-talassémico coexistente causa a
diminuigdo da transcri¢do do gene B, a doenga falciforme resultante € conhecida como
SP*-Talassemia (SB*-Tal), caracterizada por um amplo espectro de gravidade clinica
que depende do nivel de comprometimento da producdo de cadeias beta (Serjeant et al.,
1973).

O é&cido glutdmico ¢ um aminoacido que tem sua cadeia lateral carregada
negativamente, com ponto isoelétrico de 2,77. A valina tem o ponto isoelétrico de 5,97,
sendo assim classificada como um aminoéacido neutro. Essa troca de amino&cidos
envolvendo a saida de um aminoacido com carga negativa e a entrada de outro neutro
resulta na perda de cargas negativas da Hb S em relacdo a Hb A, fato que modifica uma
série de propriedades fisico-quimicas da hemoglobina, levando a todas as alteracoes
presentes na doenca, inclusive a mobilidade eletroforética mais lenta da Hb S,

facilitando o diagnostico (Naoum, 2000).
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Estudos genéticos e arqueoldgicos indicam que o alelo B° mutante é
evolutivamente recente, com estimativas de que a mutagdo ocorreu pela primeira vez
entre 3.000 a 10.000 anos atras (Flint et al., 1993; Currat et al., 2002). Sabe-se que o0
alelo p° confere uma vantagem seletiva aos portadores do traco falciforme, protegendo-
0s contra a maldria. Esta pressdo seletiva levou & persisténcia do alelo B> em regides
endémicas para a maléria (Aidoo et al., 2002; Feng et al., 2004) e 0 aumento rapido da
sua frequéncia ao longo de vérias geraces (Hanchard et al., 2007). Esta prote¢do faz do
agrupamento de genes da [-globina uma éarea apropriada para se estudarem as
assinaturas genéticas da selecdo natural e a origem e dispersao de popula¢des humanas
(Crawford et al., 2002).

3.3 A Anemia Falciforme no Brasil

O alelo B° nunca foi encontrado em populagdes amerindias, embora mais de
3.000 individuos tenham sido testados. A presenca deste alelo no continente americano
é o resultado do fluxo génico originario da Africa durante 400 anos de trafico de
escravos (Rogers et al., 1989). Com isso, as frequéncias do alelo p° sdo proporcionais a
intensidade relativa do fluxo migratério africano e ao grau de miscigenacdo das
populacdes africanas com outras populac6es. Essa distribuicdo é desigual nas Américas
do Norte, Sul e Central e nas ilhas caribenhas. O trafico de escravos para o Brasil durou
cerca de trés séculos e teve como principal motivacdo a necessidade de mao de obra
gratuita para a lavoura, mineragdo e afazeres domésticos. A contribuicdo do alelo f°
trazido diretamente por imigrantes europeus (portugueses e italianos do sul) é

insignificante (Zago et al., 1992).

A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum do Brasil,
ocorrendo, predominantemente, mas ndo exclusivamente, em afro-descendentes (Di
Nuzzo e Fonseca, 2004; Cancado e Jesus, 2007). O Ministério da Salde estima a
prevaléncia de 25.000 a 30.000 individuos com anemia falciforme no pais e a incidéncia
de 3.500 novos casos a cada ano (0 nascimento de uma criangca com anemia falciforme
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para cada 1.000 recém-nascidos vivos). Com relacdo ao traco falciforme, estima-se a
prevaléncia de 7.200.000 casos, sendo 4% (2% a 8%) na populacéo geral e 6% a 10%
entre afro-descendentes. Estima-se a incidéncia de 200.000 novos portadores do traco a

cada ano (Cancado e Jesus, 2007).

A distribuicdo do alelo B> no Brasil é bastante heterogénea. A prevaléncia de
heterozigotos (Hb AS) é maior nas regides norte e nordeste (6% a 10%), enquanto nas
regides sul e sudeste a prevaléncia € menor (2% a 3%) (Silva e Shimauti, 2006;
Cangado e Jesus, 2007).

Estudos pontuais em diversas regides do Brasil tém demonstrado essa
distribuicdo heterogénea. No estado da Bahia, em popula¢Ges do Reconcavo Baiano, a
prevaléncia de portadores do traco falciforme (Hb AS) foi de 10,5% e de homozigotos
(Hb SS) 1,24% (Silva et al., 2006), sendo que na cidade de Salvador a prevaléncia
estimada do traco falciforme foi 9,8%, enquanto da anemia falciforme foi 0,2% (Adorno
et al., 2005). No Distrito Federal, a prevaléncia do traco falciforme em recém-nascidos
foi de 3,23% e da anemia falciforme 0,09% (Diniz et al., 2009). Na cidade de Natal, Rio
Grande do Norte, a prevaléncia do traco falciforme em recém-nascidos foi de 1,5% e da
anemia falciforme 0,05% (Aradujo et al., 2004). Na cidade de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, em um estudo piloto para triagem neonatal de hemoglobinopatias, foi
encontrado a frequéncia de 1,2% para portadores do gene B°, entre heterozigotos e
homozigotos (Daudt et al., 2002). Em outro estudo, envolvendo o estado do Rio Grande
do Sul como um todo, a prevaléncia do traco falciforme foi 1,14% (Sommer et al.,
2006). No estado do Parand, a prevaléncia do traco falciforme em recém-nascidos foi de
1,52%, enquanto para anemia falciforme ¢ SP’-tal foi de 2,2 e 2,7 a cada 100 mil
nascidos vivos, respectivamente (Watanabe et al., 2008). No estado de Sao Paulo, na
cidade de Campinas, o0 programa de triagem neonatal encontrou a frequéncia de 1,98%
de portadores do traco falciforme e 0,01% para anemia falciforme (Brandelise et al.,
2004). As diferentes prevaléncias desta hemoglobinopatia, nas diferentes regides, reflete
a diversidade de origens raciais e os variados graus de miscigenacao presentes no Brasil
(Sommer et al., 2006).

A Tabela 2 mostra a incidéncia da anemia falciforme, bem como de outros

fenotipos da doenca falciforme, no estado de MG. Estima-se 0 nascimento de uma
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crianca com anemia falciforme para cada 2.500 recém-nascidos vivos no estado de MG
(Januario, 2002).

As figuras 2, 3 e 4 ilustram a incidéncia da anemia falciforme, trago falciforme e
doenca falciforme, respectivamente, em nascidos vivos no estado de MG no periodo de
1998 até 2001, de acordo com as diretorias regionais de saude (DRS). Notar que a DRS
de Belo Horizonte esté inserida no grupo que possui 0s niveis de maior incidéncia da
doenca falciforme em MG.

Tabela 2 - Incidéncia dos fenotipos da doenca falciforme, segundo o Programa Estadual
de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG), em um milhdo de criancas triadas
no periodo de 1998 a 2002

Fendtipos Numero |  Ocorréncias i
(IEF) Interpretacéo nﬂs.i?dos % | Propargso E.;;E Observacoes
vivos mil
Fs panemia 411 0039 | 12581 | 39 | Inclui S/l
FSC Doengadakb | 316 |ooso | 18357 | 30
FSA Inferagao 35 ooos | 180307 | 3 | MOMISFA,
FS+ FSFCS; FSDp+ Fggﬁgﬁﬁ . (764) |0072 | 1:1.383 | 72
Total de criancas triadas 1.060.757

IEF: Focalizacéo Isoelétrica (Isoelectrofocusing)
FS: homozigotos SS

FSC: duplo heterozigoto SC

FSA: heterozigoto AS

Fonte: Januario, 2002
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Figura 2 - Incidéncia da anemia falciforme (Hb SS)(*) em nascidos vivos, por
Diretorias Regionais de Saude. Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais

- 1998/2001

Fonte: Januario, 2002
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Figura 3 - Incidéncia do traco falciforme (Hb AS) em nascidos vivos, por Diretorias
Regionais de Saude. Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais -

1998/2001

Fonte: Januario, 2002
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Figura 4 - Incidéncia da doenca falciforme(*) em nascidos vivos, por Diretorias
Regionais de Salde. Programa Estadual de Triagem Neonatal - Minas Gerais -
1998/2001

Fonte: Januario, 2002

3.4 Principios moleculares dos processos de falcizacéo, vaso-oclusédo e inflamagéo

na Anemia Falciforme

Em determinadas situagcbes como hipdxia, desidratacdo e acidose, as moléculas
de Hb S formam polimeros alongados que modificam o citoesqueleto das hemacias,
dando origem a forma caracteristica de foice (falcizacdo) (Stuart e Nagel, 2004; Silva e
Shimauti, 2006; Frenette e Atweh, 2007). A Hb S desoxigenada promove a formacao de
pontes de hidrogénio entre os aminoacidos valina da posi¢do numero 1 da globina B>,
que € normalmente sintetizada para esta posi¢do, e a valina mutante que substituiu o
acido glutdmico na posicdo 6 da mesma globina. A formacdo dessas pontes de
hidrogénio modifica a estrutura espacial da molécula de Hb S e promove contatos
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intermoleculares com outros aminoacidos da globina p° que participam da formacao do
tetrdmero. Os principais aminoacidos envolvidos s&o a fenilalanina da posicéo 85 e a
leucina da posicéo 88. Como consequéncia, formam-se agregados desses filamentos que
se polimerizam e alteram a estrutura globular das moléculas de Hb S, modificando
também a morfologia discéide da hemacia para diversos formatos, dos quais 0 mais
conhecida é o de foice (Naoum, 2000).

A polimerizacdo da Hb S desoxigenada é o evento primario, indispensavel para a
patogénese molecular da doenca falciforme. Esse evento depende da concentracao
intraeritrocitaria de Hb S, do grau de desoxigenacéo da célula, do pH e da concentracao
intracelular de Hb F (Stuart e Nagel, 2004). E necesséario que as hemécias sofram um
retardo na circulacdo, criando as condigdes que facilitem a falcizagdo, como comumente
ocorre no baco. A oclusdo de vasos esplénicos leva a repetidos infartos que resultam em
fibrose e destruicdo do 6rgdo na maioria dos pacientes (Zago e Pinto, 2007).

A formacdo de polimeros de Hb S no citoplasma tem como consequéncia
multiplas alteracGes na hemacia (Tabela 3) (Zago e Pinto, 2007).

As modificacbes na membrana plasmatica: a) aumentam a adesdo das hemacias
ao endotélio, desencadeando fendmenos inflamatorios; b) enrijecem a membrana e toda
a hemacia, encurtando sua sobrevida em circulacdo; c) provocam lesdes
microvasculares; d) causam deplecdo de Oxido nitrico (NO), o que contribui para
vasocontricdo e ativacdo da inflamacdo; e) ativam a coagulagdo. Essas modificagdes
tém consequéncias que as amplificam, levando as manifestagdes clinicas (Zago e Pinto,
2007).

A Anemia Falciforme caracteriza-se por manifestacdes inflamatérias cronicas,
sendo que a génese da maioria das manifestacbes clinicas liga-se a trés mecanismos
inter-relacionados: 1) adesdo celular ao endotélio vascular; 2) fendbmenos inflamatorios
crénicos, acentuados por episodios agudos; 3) producédo de intermediarios inflamatérios,
como citocinas e alteracdes do metabolismo de NO (Zago e Pinto, 2007).

O evento primario crucial para que ocorra a vaso-oclusdo é a adesdo de hemacias
(reticulocitos e poucas ceélulas densas deformaveis) ao endotelio vascular e,
provavelmente, € o mecanismo primario pelo qual as alteracbes moleculares que
ocorrem nas hemécias sdo transmitidas aos tecidos, como por exemplo, a obstrucéo do
vaso, com agravamento da falcizacéo e o desencadeamento de fendmenos inflamatorios
(Stuart e Nagel, 2004; Zago e Pinto, 2007).
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Tabela 3 - Principais alteragcdes moleculares das hemacias em consequéncia do

fendmeno de falcizacdo

Aumento do Ca"" intracelular e de membrana

Perda de ions monovalentes, especialmente K*

Perda de 4gua (desidratacéo celular)

Aumento da densidade dos eritrocitos

Reducéo da deformabilidade, fragilidade e vesiculacédo
dos eritrécitos

Oxidacéo da Hb: formacdo de metemoglobina e
superoxidos

Desnaturacdo da Hb: formacdo de hemicromos, heme
livre e ferro livre

Anormalidades das proteinas de membrana: anquirina,
banda 3, espectrina

Exposicgdo de fosfatidil-serina na membrana celular

Aumento da adesdo ao endotélio mediada por moléculas
plasmaticas, da membrana e do endotélio

Fonte: Zago e Pinto, 2007

As hemécias falcizadas induzem a expressao de mediadores inflamatdrios e de
coagulacao, levando a ativacdo do endotélio vascular, e podem, também, estimular as
células do endotélio diretamente pela adesdo. Essa adesdo pode causar obstrucdo e
hipoxia local, com agravamento da falcizacdo, desencadeando, ao mesmo tempo,
fendmenos inflamatérios. A aderéncia de leucdcitos a células endoteliais com formacao
de agregados heterocelulares (leucdcitos e células falciformes irreversiveis) também
contribui para a obstrucdo, resultando em hipdxia local, aumento da formacdo de
polimeros de Hb S e propagacdo da oclusdo para vascularizacdo adjacente (Stuart e
Nagel, 2004). Concomitantemente, ocorrem alteracbes de coagulacdo, além da
mobilizacdo de células inflamat6rias agudas (granulécitos) e crénicas (mondcitos).
Ativados, os neutrdfilos aderem a hemécias discoOides e falcizadas da circulagéo,
levando a episodios transitorios de oclusdes vasculares (Frenette e Atweh, 2007; Zago e
Pinto, 2007).

A presenca de leucocitos aderente em pequenas vénulas pds-capilares é um fator

que contribui para a vaso-oclusdo. Os leucocitos sdo células grandes, relativamente
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rigidas, e que ndo sao facilmente deformados. Essas propriedades fisicas fazem com que
os leucdcitos tenham, em relacdo as hemadcias, falcizadas ou ndo, um potencial maior
para promover a obstrucdo vascular e redugdo do fluxo sanguineo. Estudos recentes
sugerem que a maioria das interagcdes entre hemacias e leucocitos in vivo é mediada por
neutrofilos aderentes (Stuart e Nagel, 2004). Como a adesdo de leucdcitos desempenha
um papel chave na vaso-oclusdo, eles se tornam um alvo terapéutico para esta doenca.
Estudos demonstraram que contagem elevada de leucdcitos apresenta alta correlacdo
com a mortalidade (Platt et al., 1994), sindrome toracica aguda (Castro et al., 1994) e

acidente vascular cerebral (Ohene-Frempong et al., 1998).

3.5 Manifestacdes clinicas e laboratoriais

As manifestacbes clinicas em pacientes com anemia falciforme variam desde
morte precoce na infancia a auséncia de sintomas com expectativa de vida quase normal
(Serjeant, 1992). Por ser uma anomalia da globina beta, os sintomas comumente sé
surgem apds o sexto més de vida quando a producdo da cadeia B variante ja é
claramente predominante em relacdo a cadeia y da Hb F (Naoum, 2000; Thein e
Menzel, 2009). A fisiopatologia da anemia falciforme faz com que o0s pacientes

possuam caracteristicas laboratoriais alteradas e peculiares (Tabela 4).

Os fenbmenos vaso-oclusivos e a hemolise cronica sdo o0s principais
determinantes das manifestacBes clinicas da anemia falciforme (Tabela 5). Apesar da
alteracdo principal estar restrita as hemacias, trata-se de doenca sistémica cujos efeitos
podem incidir sobre qualquer 6rgdo (Reed e Vichinsky, 1998).

As manifestacdes clinicas mais comuns em criangas sdo as crises algicas e a
sindrome torécica aguda (STA, incluindo as pneumonias), seguidas da anemia aguda
(sequestro esplénico agudo e anemia aplastica aguda), meningite-septicemia e

osteomielite (Tarer et al., 2006).
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Tabela 4 — Caracteristicas laboratoriais da anemia falciforme

Hb S = 80 a 100%
Hb Fetal = 0 a 20%
Anemia normocitica e normocronica
(Hb =5a 10 g/dl)
Morfologia eritrocitaria: -
Células falcizadas - anisocitose
Poiquilocitose - eritroblastos
Células em alvo - esferocitos
Corpos de Howell Jolly
Reticuldcitos: aumentados (5 a 30%)
Leucdcitos: aumentados durante as crises.
Pode ocorrer desvio a esquerda
Plaquetas: aumentadas com formas anormais
Fragilidade osmética: diminuida
Fragilidade térmica e mecanica: aumentada
Bilirrubina indireta: elevada (= 6 mg/dI)
Urobilinogénio urinario: elevado
Urobilinogénio fecal: elevado
Hematuria: frequénte
Acido drico sérico: pode estar elevado
Fosfatase alcalina sérica: elevada nas crises
Medula ossea: hiperplasia das células eritroides

Fonte: Naoum, 2000

Tabela 5 - ManifestacGes clinicas da doenca falciforme de acordo com o principal

componente fisiopatoldgico

Complicac¢es da doenca falciforme
Hemolise crénica:
Anemia
Litiase biliar
Crise aplastica (parvovirus)
Ictericia
Atraso no crescimento
Vaso-oclusao:

Crises de dor (crise algica)
Sindrome torécica aguda
Acidente vascular cerebral
Priapismo

Retinopatia

Necrose 0ssea avascular
Sequestro esplénico
Asplenia funcional
Ulceras nas pernas
Hipostendria e enurese

Nefropatia cronica
Fonte: Reed e Vichinsky, 1998
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3.51 Eventos clinicos agudos mais relevantes na infancia

3.511 Crises vaso-oclusivas ou crises de dor

As crises vaso-oclusivas ou crises de dor sdo caracterizadas por episddios de
oclus@o microvascular em um ou varios locais, causando dor e inaptiddo, acompanhada
por uma inflamacdo local (Stuart e Nagel, 2004). Os episddios sdo recorrentes, com
duracéo de horas ou dias, podendo chegar a semanas, embora mais comumente tenham
de cinco a sete dias de duracgdo (Serjeant, 1992).

A oclusdo microvascular origina-se, predominantemente, em areas localizadas
da medula ¢ssea, levando a necrose. Os mediadores inflamatorios ativam fibras
nervosas aferentes nociceptivas, evocando a resposta de dor. As areas afetadas sdo 0ssos
longos, costelas, esterno, coluna vertebral e pelve, muitas vezes com envolvimento de
varios locais simultaneamente (Stuart e Nagel, 2004).

A sindrome méo-peé (dactilite) é caracterizada por um edema doloroso das méaos,
pés ou ambos, que afeta criancas menores de trés anos. Corresponde a um processo
inflamatdrio complexo, iniciado por necrose da medula 6ssea nas porcdes distais dos
membros. Por isso, a dor € acompanhada de sinais inflamatérios evidentes, como edema
e calor (Zago e Pinto, 2007).

A maioria dos episodios de crise de dor pode ser tratados em casa, com uma
combinacdo de agentes anti-inflamatorios, hidratacdo oral e analgésicos opidides e ndo-
opioides (Stuart e Nagel, 2004; Brasil, 2006).

3.512 Sindrome Torécica Aguda

A sindrome toracica aguda (STA) é uma causa frequente de hospitalizacdes e a

principal causa de morte em jovens adultos com doenca falciforme (Platt et al., 1994).
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Trata-se de complicacdo comum, caracterizada por dor peitoral pleuritica, febre,
estertores na ausculta pulmonar e infiltrado pulmonar na radiografia de térax (Castro et
al., 1994).

Em um estudo multicéntrico realizado nos EUA, do qual 30 centros
participaram, as causas especificas dos episddios de STA foram identificados em 38%
dos pacientes. As infeccBes foram a principal causa (29%), seguidas da embolia
gordurosa (9%) (Vichinsky et al., 2000). As causas das infec¢fes sdo igualmente
distribuidas entre bacteriana, micoplasma, virus e infecgdes por clamidia (Stuart e
Nagel, 2004). A infeccdo pelo parvovirus B19 causa necrose na medula e uma forma
grave de STA (Lowenthal et al., 1996).

Episodios repetidos de STA podem predispor a doenca pulmonar cronica,
incluindo a hipertensdo pulmonar (Vichinsky et al., 2000). Os fatores de risco incluem o
gend6tipo homozigoto (Hb SS), baixas concentragbes de Hb F e niveis basais altos de
hemoglobina e leucdcitos (Castro et al., 1994).

O tratamento da STA consiste na identificacdo da causa, quando possivel, e o
uso de antibidticos, mesmo nos casos em que a causa infecciosa ndo tenha sido
identificada. Eritrocitaférese em casos graves e transfusdo simples nos casos moderados
podem salvar vidas. O tratamento com antibiético macrolideo ¢ uma importante
ferramenta. Em casos de necrose 0ssea (além da embolia gordurosa pulmonar), a
gordura pode atravessar a microvasculatura pulmonar, ganhando acesso a circulacédo
sistémica, com disseminacdo de embolias a varios locais, incluindo o sistema nervoso
central. Esta sindrome de faléncia de multiplos 6rgdos é muitas vezes letal e exige

eritrocitaférese imediata (Stuart e Nagel, 2004).

3.513 Sequestro Esplénico Agudo

O sequestro esplénico agudo (SEA), classicamente definido como aumento
subito do volume esplénico, associado a queda de pelo menos 2 g/dL na concentragédo
de hemoglobina e reticulocitose (Stuart e Nagel, 2004; Rezende et al., 2009), é resultado
do aprisionamento de sangue no bago, em consequéncia da falcizacdo das hemacias e

obstrucgéo do fluxo vascular.

43



O espectro de gravidade € amplo, com casos raros de aumento agudo do baco
acompanhado por colapso circulatério e morte por anemia e choque hipovolémico
(Stuart e Nagel, 2004). As crises de SEA n&o tém etiologia definida.

Em um estudo de coorte retrospectiva realizado com uma casuistica oriunda do
mesmo centro de referéncia dos sujeitos da pesquisa do presente trabalho (HBH), a
incidéncia de SEA foi de 10,2 primeiros episodios por 100 pacientes/ano, com
recorréncia de 57,3%. Em relagdo aos fatores clinicos associados, 52,6% dos episddios
de SEA apresentaram algum outro diagndstico clinico associado, sendo 89,6%
relacionado a doencas infecciosas. Destacou-se a palpacdo do bago abaixo do rebordo
costal esquerdo durante algum momento da evolugdo clinica como fator de risco (duas
vezes maior que para as criangas sem esplenomegalia). Como fatores de protecéo,

destacou-se o0s niveis mais elevados de Hb F e leucometria basal mais baixa.
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Meses até o primeiro sequestro esplénico
SEA = sequestro esplénico agudo.
Figura 5 - Curva de probabilidade de ocorréncia do primeiro episodio de SEA,
conforme o tempo de exposicdo individual em uma populacdo de criangas triadas pelo
PETN-MG e acompanhadas no HBH da Fundacdo HEMOMINAS (Método de Kaplan-
Meier)
Fonte: Rezende et al., 2009

A curva de probabilidade de ocorréncia do primeiro episddio de SEA indica a

estimativa de que 27,1, 33 e 37% das criangas ja teriam sofrido o primeiro episddio
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quando atingida a idade de 2, 3 e 5 anos, respectivamente (Figura 5). A letalidade geral
dos episddios de SEA foi de 2,9% (Rezende et al., 2009).

O tratamento imediato inclui a corregéo da hipovolémica com transfuséo (Stuart
e Nagel, 2004; Brasil, 2006). Como a taxa de reincidéncia € alta (cerca de 50%), o
acompanhamento clinico é crucial. Para criangcas com mais de 2-3 anos, a esplenectomia
é recomendada logo apds o episddio agudo (Stuart e Nagel, 2004). Todas as mées
devem ser educadas para fazer a palpacdo do baco de seus filhos, bem como reconhecer
0s sintomas deste evento potencialmente ameacador a vida. Tais medidas tém reduzido

0 nimero de mortes (Stuart e Nagel, 2004; Cancado e Jesus, 2007).

3.514 Acidente VVascular Cerebral

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma das complicacbes mais graves da
anemia falciforme, acometendo 11% dos pacientes até 18 anos de idade (Quinn et al.,
2004).

Os dois principais mecanismos responsaveis pelo AVC em individuos com
doenca falciforme sdo: 1) arteriopatia oclusiva em que existe proliferacdo da camada
intima e aumento dos fibroblastos e das células musculares lisas na parede das artérias,
e como consequéncia, estreitamento segmentar progressivo da porcao distal da artéria
carétida interna e ramos proximais das principais artérias intracranianas (poligono de
Willis); 2) agregacéo das células falciformes e, consequentemente, oclusdo do limen de
pequenos vasos (Hillery e Panepinto, 2004).

O AVC isquémico € mais comum nas criancas;, nos adultos predomina a
hemorragia intracraniana. Também ocorrem ataques isquémicos transitérios, definidos
como eventos isquémicos cujos sintomas se resolvem em menos de 24 horas de
evolucdo sem sequelas motoras.

O primeiro AVC ocorre mais comumente na primeira fase da infancia (1,02 por
100 pacientes/anos em criangas de 2 a 5 anos). Ha diminui¢do da incidéncia em
pacientes de 6 a 9 anos (0,79 por 100 pacientes/ano) (Ohene-Frempong al., 1998).
Dados do Dallas Pediatric Sickle Cell Program mostram que a taxa global de AVC
entre os individuos SS e SBO-taI (n=448) foi de 0,85/100 paciente-ano em individuos

acompanhados até 18 anos de idade. O mesmo estudo mostra que as probabilidades
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estimadas de sobrevida livre do primeiro AVC com 2, 6 e 10 anos séo de 99,5 (IC95%
98,8-100), 94,3 (IC95% 91,8-96,8) e 91,6 (IC95% 88,4-94,5) em criancas SS e SB°-tal
(Quinn et al., 2004).

O risco de recorréncia € grande, principalmente nos primeiros anos apos o
primeiro evento. Quando o tratamento ndo € realizado apds o primeiro AVC isquémico,
0 risco de recorréncia observado em estudos de coorte variou entre 46% e 67% (Powars
etal., 1978; Balkaran et al., 1992).

Os fatores de risco para a ocorréncia de AVC em individuos com doenca
falciforme sdo o genodtipo homozigoto (Hb SS), histérico de ataque isquémico
transitorio, nivel basal baixo de Hb basal, contagem alta de leucécitos, aumento da
pressdo arterial sistolica e historico de sindrome toracica aguda (Ohene-Frempong et al.,
1998).

Na fase aguda do AVC isquémico € necessaria a transfusdo sanguinea imediata
para reduzir a Hb S para niveis menores que 30%, com um acompanhamento
transfusional para manter a concentracdo de Hb S em menos de 30%. Essa terapia, com
acompanhamento de trés anos, reduziu a taxa de reincidéncia de 50% para cerca de 10%
(Stuart e Nagel, 2004). Em um estudo de coorte onde participaram pacientes de 14
centros de referéncia dos EUA, a frequéncia de recorréncia em pacientes que receberam
transfusdo por no minimo cinco anos foi 22% (2,2 por 100 pacientes/ano) (Scothorn et
al., 2002). Em um estudo realizado nos Estados Unidos, nenhum dos 15 pacientes
submetidos a esta terapia tiveram recorréncia do evento durante 1.023 pacientes/meses
de terapia (Cohen et al., 1992).

A terapia transfusional traz riscos para 0s pacientes como reacdes transfusionais,
infeccOes, aloimunizagdo e sobrecarga de ferro. Como a retirada do tratamento de
transfuséo pode acarretar na recorréncia de AVC, a terapia com hidroxiureia (HU) foi
sugerida para prevenir a recorréncia, sendo o uso iniciado antes do fim do periodo de
transfusdes (Ware et al., 1999).

O Doppler transcraniano cerebral (DTC), ao medir as velocidades de fluxo
sanguineo nos vasos cerebrais, € uma importante ferramenta que ajuda na detecgédo
precoce de doentes em risco de sofrer AVC. Essa ferramenta permite incluir os
pacientes em risco em regime de transfusdo para evitar a ocorréncia do primeiro
episodio de AVC. Em um estudo randomizado realizado com criangas com anemia

falciforme e risco de AVC (velocidade na artéria carotida interna ou cerebral média >
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200 cm por segundo), houve uma diferenca de 92% no risco do primeiro AVC,
comparando o grupo tratado com transfusdes em relagdo ao grupo submetido ao
tratamento observacional (Adams et al., 1998). A realiza¢do, no minimo anual, do DTC
é recomendada para criancas de dois a 16 anos com 0 genétipo homozigoto (Hb SS)
(Stuart e Nagel, 2004).

No HBH da Fundacdo HEMOMINAS, foi analisada uma coorte de 262 criangas
triadas pelo PETN-MG, com perfil hemoglobinico FS, nascidas entre margo de 1998 e
dezembro de 2005 e acompanhadas até maio de 2009. As criangas com velocidade
média maxima (VMM) do fluxo sanguineo cerebral <170 cm/s nas artérias cerebral
meédia, carétida interna distal e cerebral anterior de ambos os lados foram classificadas
como de risco baixo; se VMM entre 170-184 cm/s, risco intermediario baixo; se VMM
de 185-199 cm/s, risco intermediario alto e se >200 cm/s, risco alto. Foram classificadas
como de baixo risco 189 criancas (74,7%); 19 risco intermediario baixo (7,6%); 7 risco
intermediério alto (2,8%); e 8 risco alto (3,2%); 29 (11,6%) dos exames foram
inadequados. Treze criancas (5%) haviam sofrido AVC isquémico antes da realizagéo
do DTC. A probabilidade acumulada de ter AVC até 10 anos de idade foi de 8,3%; a de
AVC ou DTC alterado (risco alto) de 15,6% (Silva, 2009).

3.515 Crise Aplastica

Em anemias hemoliticas cronicas, a cessa¢do temporéaria das eritropoiese leva a
anemia grave, conhecida como crise aplastica. Este evento foi definido como uma queda
do nivel de hemoglobina (>3,0 g/dl) com auséncia de reticuldcitos no sangue periférico,
ou, se presentes, com aumento diério de acordo com a fase de recuperacdo (Serjeant et
al., 1993).

Embora a maioria das pessoas se recupere espontaneamente em poucos dias, a
anemia pode ser tdo grave que causa descompensagdo cardiaca e morte, Sse a anemia e a
reticulocitopenia ndo séo reconhecidas e tratadas (Stuart e Nagel, 2004).

Em um estudo de coorte realizado com 308 criancas com anemia falciforme, a
infeccdo pelo Parvovirus B19 foi a causa da maioria, se ndo todas as crises aplasticas
(Serjeant et al., 1993).

47



3.516 Infeccoes

Os pacientes com doenca falciforme tém varias anormalidades do sistema
imunolégico. A perda precoce das fung¢Ges esplénicas remove um sistema projetado para
trazer antigenos circulantes para um estreito contato com o tecido reticuloendotelial. H&
também alteracbes no complemento, nas imunoglobulinas, na funcdo dos leucdocitos e
na imunidade celular. Além disso, a necrose da medula éssea ou outros tecidos pode
facilitar a instalacdo de bactérias e a ocorréncia de infec¢des crbnicas. O resultado
dessas anormalidades é o aumento do risco de infecgdes pneumocaocicas e osteomielite
por salmonela e, possivelmente, um aumento de Haemophilus influenzae e septicemias

por Escherichia coli (Serjeant, 1992).

Os agentes etiolégicos associados a episédios de infeccdo bacteriana invasiva
em um estudo incluindo 3.820 individuos com anemia falciforme, em ordem
decrescente de frequéncia, foram: Streptococos pneumoniae, Salmonella spp,
Haemophilus influenzae (tipo B), Escherichia coli e Klebsiella spp. A incidéncia
cumulativa mostrou que o Streptococos pneumoniae e o Haemophilus influenzae
ocorreram predominantemente antes dos cinco anos de idade e raramente ap6s 0s cinco
anos. Salmonella spp aumentou quase linearmente com a idade; Klebsiella spp e
Escherichia coli predominaram nos pacientes com mais de 10 anos de idade.
Escherichia coli foi encontrada em criancas mais velhas, quase exclusivamente em
meninas (Magnus et al., 1999). E extremamente importante lembrar que qualquer
infeccdo bacteriana no individuo com anemia falciforme tem grande potencial de
evoluir para septicemia, muitas vezes com éxito letal, se ndo for identificada e tratada
precocemente (Di Nuzzo e Fonseca, 2004). O risco de septicemia em individuos com
anemia falciforme é permanente, principalmente devido a auséncia ou reducdo da

funcdo esplénica, sobretudo nos primeiros seis anos de vida (Castro, 1999).

A profilaxia medicamentosa e imunizagdes reduzem a incidéncia e mortalidade
causadas por infeccdes em pacientes com anemia falciforme (Di Nuzzo e Fonseca,
2004).
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3.6 Mortalidade, expectativa de vida e medidas de reducdo da morbidade e

mortalidade

A doenca falciforme continua a causar morbidade e mortalidade significativas,
apesar do aumento da expectativa de vida (Hagar e Vichinsky, 2008). A letalidade pode
atingir até 25% das criangas nos primeiros cinco anos de idade, sendo as principais
causas de Obito a infeccdo causada por germes capsulados e a crise de sequestro
esplénico (Watanabe et al., 2008). Entretanto, em locais onde ja se estabeleceu a
triagem neonatal e 0 acompanhamento das criancgas € rigido, a mortalidade pela doenca
falciforme est4 diminuindo, a idade media de morte estd aumentando e uma menor

proporcao de mortes é causada por infec¢des (Quinn et al., 2004).

Um estudo realizado em MG descreveu as circunstancias de Obito em 78
criancas com doenca falciforme, entre as 1.396 que foram diagnosticadas e
acompanhadas pelo PETN-MG no periodo de mar¢o de 1998 a fevereiro de 2005 (total
de criancas triadas: 1.833.030). A mortalidade geral no periodo foi de 5,6%. A anemia
falciforme, estado homozigoto para Hb S, apresentou a maior prevaléncia de ébito
(80,8%). A mediana da idade ao Obito foi 13,7 meses, sendo que 72% dos Obitos
ocorreram em criancgas de até dois anos de idade. As infeccdes (incluindo pneumonia e
septicemia) foram a principal causa dos Obitos nesse grupo (38,5%), seguida pelo
sequestro esplénico (16,6%). As probabilidades estimadas de sobrevida para as criangas
com os gendtipos SS, SC e SB'tal aos cinco anos foram de 89,4%, 97,7% e 94,7%,
respectivamente (Figura 6) (Fernandes, 2007).

A reducdo na morbidade e mortalidade na doenga falciforme tem ocorrido
devido a implementacdo de quatro principios: (1) o diagnostico precoce, (2)
acompanhamento preventivo (acompanhamento clinico e profilaxias), (3) rapido
tratamento das complicagdes que envolvem risco de vida e (4) desenvolvimento e

implementacdo de novas modalidades de tratamentos (Vichinsky, 1991).
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O diagnostico neonatal, a pronta instituicdo do tratamento (imunizacGes e
penicilina profilatica) e a orientagdo do reconhecimento precoce do sequestro esplénico
pelas maes ou cuidadoras contribuiram para a reducdo da mortalidade das criancas nos

primeiros cinco anos (Cangado e Jesus, 2007).

Sobrevida por tipo de hemoglobinopatia
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Figura 6 - Curvas de sobrevida, por tipo de hemoglobinopatia, das 1396 criancas com
doenca falciforme, diagnosticadas pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal de

Minas Gerais entre marco de 1998 e fevereiro de 2005 (método de Kaplan-Meier)
Fonte: Fernandes, 2007

Opcoes eficazes de tratamento atualmente relativamente disponiveis para o
tratamento da anemia falciforme sdo o transplante de medula 6ssea (TMO) e a
hidroxiureia (HU).

O TMO, apesar de ser a medida curativa, quando disp6e de um doador
compativel, é considerado de alto risco por apresentar grande indice de complicages e
mortalidade (Silva e Shimauti, 2006; Frenette e Atweh, 2007). O TMO ainda n&o foi
muito utilizado em pacientes com doengas falciformes, sendo relatados

aproximadamente 500 casos no mundo e apenas 14 no Brasil.
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A HU é um farmaco inibidor da redutase ribonucleotideo que tem sido usado no
tratamento de doencas mieloproliferativas. E uma droga oral disponivel que é
relativamente bem tolerada e simples de usar. Ap6s a demonstracdo de sua capacidade
de induzir a producdo de Hb F em babuinos, o uso da HU foi testada em ensaios
clinicos em adultos com doenca falciforme (Platt et al., 1984; Rodgers et al., 1990;
Charache et al., 1992). Um grande estudo mostrou o decréscimo na frequéncia de crises
algicas, STA, reducdo na necessidade de transfusdes e de hospitalizacbes em adultos
com doenca falciforme tratados com HU (Charache et al., 1995). Ap6s nove anos de
acompanhamento, pacientes com doenca falciforme tratados com HU apresentaram

maior sobrevida (Steinberg et al., 2003).

A HU tem outros efeitos que podem beneficiar os pacientes com doenca
falciforme, como por exemplo, diminuir a adesdo de células falcizadas ao endotélio
vascular e diminuir o nivel de expressdo da molécula VCAM-1 sollvel (Bridges et al.,
1996; Saleh et al., 1999). Devido a sua atividade mielossupressora, a HU reduz a
contagem de leucocitos circulantes e provavelmente o numero de leucdcitos aderentes a
parede de vénulas de pequeno porte (Frenette e Atweh, 2007). Além disso, a HU pode
causar efeito citoredutivo em neutrofilos, aumento do teor de agua nas hemacias,
aumento da deformabilidade e capacidade de navegacdo microvascular de hemacias
falciformes e alterar a capacidade de adesdo das hemécias ao endotélio (Aliyu et al.,
2006).

3.7 Interferentes genéticos na diversidade fenotipica da Anemia Falciforme

A anemia falciforme é causada pela substituicdo de um Unico nucleotideo, mas o
fendtipo da doenca é o produto de muitos genes (Nagel e Steinberg, 2001). A reducéo
do nivel da Hb S e/ou 0 aumento do nivel da Hb F podem influenciar no processo de
falcizagdo e modificar o fenotipo da doenca. Além disso, Varios processos na
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vasculatura e orgaos influenciam no fenémeno de vaso-oclusdo e também levam a

diversidade de gravidade da doenca (Rund e Fucharoen, 2008).

Sabe-se que as manifestacGes clinicas dos pacientes portadores da anemia
falciforme sdo influenciadas por trés tipos de genes: 1) gene que abriga a mutacdo
priméria, ou seja, alelo da B° globina; 2) genes pleiotrépicos, que estdo envolvidos na
fisiopatologia secundaria, sendo indispensavel a presenca da primeira mutagédo, cada um
com o potencial de modificar a extenséo e a caracteristica das manifestaces clinicas do
paciente (ex: hemolise, hiperplasia eritroide na medula 6ssea, necrose dssea e outros); e
3) genes epistaticos (polimorfismos nos genes pleiotropicos) que modulam
significativamente a fisiopatologia da doenca em um paciente em particular. Esses
eventos secundarios contribuem de forma significativa para o fenétipo e explicam
parcialmente as diferencas interindividuais marcantes na gravidade da doenga (Nagel,
2005).

Sabe-se que os haplétipos B° parecem ter um papel importante na determinagéo
da gravidade da doenca, em parte pelo menos por influenciarem o nivel de Hb F
(Naoum, 2000). A coexisténcia de o-Tal causa a reducdo da Hb S no interior das
hemécias e a diminuicdo da polimerizacdo, o que produz consequéncias clinicas e

hematoldgicas que diferem esses pacientes daqueles sem a interagdo (Steinberg, 2009).

Powars (1991), utilizando taxas de incidéncia ajustada por idade de faléncia dos
principais 6rgdos, propos um “termdmetro” da gravidade da anemia falciforme baseado

na influéncia dos haplétipos B° e dos genétipos de a-Tal (Figura 7).

Outros genes, ndo ligados ao agrupamento de genes da B-globina, participam de
eventos patoldgicos relevantes. Por exemplo, a rapida destruicdo das células
falciformes, a formacdo de células densas e a adesdo ao endotélio sdo controladas por
genes pleiotropicos. Experimentos com microarrays estdo sendo usados para identificar
genes mais ou menos envolvidos em varios processos patoldgicos que ocorrem em
Orgdos afetados pela doenca em seres humanos e camundongos transgénicos. Depois
que os genes pleiotropicos séo localizados, os polimorfismos podem ser pesquisados
para identificar genes epistaticos que vdo ajudar a definir o risco individual, o que,
eventualmente, permitiria intervengfes futuras antes do aparecimento de lesdes de
Orgdos (Stuart e Nagel, 2004).
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Figura 7 - Representacdo esquemética da influéncia dos haplétipos B° e dos gendtipos

de a-Tal na gravidade clinica da anemia falciforme

Fonte: Powars, 1991

3.71 Hapl6tipos do agrupamento de genes da beta-globina

3.711 Origem, distribuicio geografica e caracterizacio dos haplotipos BS
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Haplétipos, definidos como padrdes de varios polimorfismos no DNA ao longo
de uma regido de um cromossomo, sdo utilizados para inimeras finalidades, por
exemplo, como marcadores para migracao de populagdes em estudos antropoldgicos e
para detectar “distancias” genéticas entre os principais grupos étnicos em estudos sobre
a origem das racas humanas. Haplotipos especificos sdo encontrados nos cromossomos

portadores do alelo p° (Nagel e Ranney, 1990).

A mutacdo B° esta em desequilibrio de ligagdo com multiplos sitios polimérficos
ao longo do agrupamento de genes da B-globina (Hanchard et al., 2007; Liu et al.,
2009). Os haplétipos B° sdo definidos pela variagdo de sequéncias de DNA no
agrupamento de genes da B-globina - cerca de 60 kb no cromossomo 11 (Pagnier et al.,
1984) - que alteram o sitio de reconhecimento de endonucleases de restricdo (Stuart e
Nagel, 2004). Eles podem ser usados de varias formas: para a determinagdo da origem
unicéntrica ou multicéntrica de evento mutacional responsavel pelo alelo B° na
discriminacdo entre os diversos eventos epistaticos ligados ao alelo B° que podem
modular a expressdo fenotipica da mutacdo estrutural; no monitoramento do fluxo do
alelo B> em populacdes humanas; no estudo de origem e evolugdo da raca humana
(Nagel e Ranney, 1990; Lapoumeroulie et al., 1992); e para a compreensdo das forcas
seletivas que moldam a distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populacdes
humanas (Crawford et al., 2002).

Esses hapl6tipos sdo nomeados de acordo com a regido geografica em que
predominam e sdo usados na definicdo da provavel regido onde teve origem a mutacao.
Eles sdo classificados em cinco diferentes tipos: 1) o Bantu ou Republica Central
Africana (CAR — Central African Republic), associado as regides centro-sul e leste do
continente africano; 2) o Benin (Ben), associado a regido centro-oeste africana; 3) o
Senegal (Sen), associado ao oeste atlantico africano; 4) o Camardes (Cam), associado as
regibes ao longo da costa oeste da Africa (Pagnier et al., 1984) e 5) o tipo Arabe-
Indiano, predominante na Arabia Saudita, Bahrein, Kuwait, Oma e india (Figura 8)
(Stuart e Nagel, 2004).
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Dessa forma, acredita-se que a mutacdo que originou a Hb S ocorreu pelo menos
cinco vezes durante a evolugdo humana (quatro na Africa e uma na Asia). Uma hipdtese
alternativa, com base na selecdo e conversdo génicas, ndo explica a homogeneidade
rigorosa dos haplétipos ligados ao alelo B° em &reas geograficamente distintas. Essa
hipdtese também néo explicaria a auséncia da coexisténcia do haplétipo original com o
hapldtipo “convertido” nas areas geograficas distintas. Além disso, como todos os
principais haplétipos B° tém frequéncia cromossémica alta nas diferentes regides
geograficas, todos eles sdo capazes de ser selecionados pela maléaria (Nagel e Ranney,
1990).

Figura 8 - Regido de origem e abrangéncia dos trés principais haplotipos p° africanos e

um asiatico

Fonte: Stuart e Nagel, 2004

Pagnier et al. (1984) definiram 11 sitios de restricdo no agrupamento de genes
da B-globina de individuos com anemia falciforme de regibes africanas separadas
(Benin, Republica Central Africana, Senegal e Argélia) e observaram que em todos os

pacientes de Benin e da Argélia os cromossomos portadores do alelo BS possuiam o
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mesmo haplotipo. Na Republica Central Africana e no Senegal a grande maioria dos
cromossomos p° foi associada com um haplétipo especifico para cada regido. Dos 124
cromossomos analisados naquele estudo, 110 haplétipos eram geograficamente
especificos e 120 poderiam ser classificados em trés grupos: Benin, Senegal e CAR
(populacdes de dialeto Bantu). Como os trés haplotipos diferem entre si em pelo menos
trés sitios a 5" e a 3" de um “ponto quente” (hot spot) de recombinagdo no agrupamento
de genes da B-globina, os autores sugeriram que o alelo p° provavelmente surgiu pelo

menos trés vezes em haplotipos pré-existentes.

O hapldétipo Cam, que difere dos outros trés haplotipos africanos em regides 5 e
3" da mutacdo B°, é encontrado no grupo étnico Eton. Este haplétipo esta associado ao
gene “y" e é idéntico ao haplétipo Il, encontrado algumas vezes associado a P-
talassemia no Mediterraneo. A quarta mutagio P° na Africa (hapl6tipo Cam)

provavelmente expandiu-se também pela presenca da malaria (Nagel e Ranney, 1990).

Um desequilibrio de ligacdo entre o alelo B° e o haplétipo Arabe-Indiano foi
descrito, independentemente, por Bakioglu et al. (1985), Wainscoat et al. (1985) e
Miller et al. (1987) em pacientes com anemia falciforme na parte oriental da Arabia
Saudita. Esse haplGtipo também é encontrado na India, representando mais de 90% dos

hapl6tipos neste pais (Nagel e Ranney, 1990).

Labie et al. (1989), estudando trés tribos isoladas do subcontinente indiano,
separadas por mais de 3.200 Km e que ndo possuem nenhum tipo de comunicacdo atual
e nem por um longo tempo atrds, encontraram o mesmo haplétipo (Arabe-Indiano)
ligado ao alelo B°. Provavelmente este alelo B° teve origem unicéntrica; as tribos
isoladas teriam uma origem comum. Existe uma hip6tese de que a localizacdo
geografica deste ancestral comum poderia ter sido da civilizacdo Harappa, residente
numa area endémica para maldria, fator indispensavel para selecéo e dispersdo do alelo
B° (Nagel e Ranney, 1990).

A maioria dos cromossomos portadores do alelo $° possui 0 padrdo genético de
um dos cinco haplétipos classicos, porem em todo grande grupo de pacientes com
doenca falciforme existe uma minoria de cromossomos (5 a 10%) associados a
haplotipos menos comuns, geralmente referidos como haplétipos “atipicos™ (Atp).

Diversos mecanismos genéticos, incluindo as recombinages, substituicbes pontuais e
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conversdes de genes, estdo envolvidos na geracdo destes haplétipos atipicos (Zago et
al., 2000).

3.712 Relaciio entre os haplétipos B° e a diversidade fenotipica da anemia

falciforme

Os genes da vy-globina, responsaveis pela sintese da cadeia homonima
constituinte da Hb F, estdo estreitamente ligados ao gene da B-globina. O nivel de
expressdo destes genes pode modificar alguns aspectos do quadro clinico da anemia

falciforme (Nagel e Ranney, 1990).

A cadeia y da Hb F humana é geneticamente determinada por um locus
duplicado, HBG1 (*y) e HBG2 (%y). A cadeia ®y tem uma glicina na posicio 136 e a
cadeia “y uma alanina na mesma posicdo. Ao nascimento, a relagdo da producdo das
cadeias ®y e “y em individuos com anemia falciforme é aproximadamente 3 para 2,
respectivamente. Durante os quatro primeiros meses de vida a cadeia “y torna-se o
componente predominante, invertendo-se a relacdo para 2:3 (Huisman et al., 1981). O
haplotipo Senegal, em homozigose ou heterozigose, é associado com niveis mais
elevados de expressdo da cadeia ®y e mantém a relagdo de igualdade de producéo entre
as cadeias ®y e “y nos recém-nascidos. O haplétipo Arabe-Indiano também é associado
com niveis mais elevados de producdo da cadeia ®y. Os haplétipos Ben, Cam e CAR
s30 caracterizados por niveis normais de cadeia ®y em adultos (menos de 50%) (Nagel e
Ranney, 1990).

Dessa forma, acredita-se que a diversidade clinica da anemia falciforme poderia
estar relacionada com os haplétipos B°. Portadores dos haplétipos Sen ou Arabe-Indiano
habitualmente tém maiores niveis de Hb F e apresentam um curso clinico menos grave.
Individuos portadores do hapl6tipo CAR apresentam o menor nivel de Hb F e o curso

clinico mais grave. Portadores do hapldtipo Benin e Cam apresentariam caracteristicas
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intermediarias (Tabela 6) (Powars, 1991; Powars e Hiti, 1993; Ashley-Koch et al.,
2000; Adekile, 2005; Steinberg, 2005; Rund e Fucharoen, 2008; Steinberg, 2009).

Tabela 6 — Caracteristicas gerais encontradas nos haplotipos classicos da anemia

falciforme
Caracteristicas clinicas e laboratoriais*
Haplotipo Hematocrito Hb F Evolucéo clinica
Sen/Arabe-Indiano mais elevado mais elevada melhor
Ben intermediario intermediario intermediaria
CAR mais baixo ~ mais baixa pior

* Tratam-se de generalizagdes, criadas a partir dos dados de muitos pacientes; um individuo pode ndo
seguir o padrdo do grupo como um todo.

Fonte: Steinberg, 2009

A Unica e concreta evidéncia de relacdo entre os haplétipos B° e a expressdo da
cadeia vy é a ligacdo entre a posicdo -158 a 5~ do gene y e o nivel de expressdo da
cadeia ®y (Nagel e Ranney, 1990). O polimorfismo C—T nesta posicdo nos portadores
dos hapldtipos Sen e Arabe-Indiano esta fortemente associado com maior expressao do
gene Gy e com niveis elevados de Hb F (Labie et al., 1985; Nagel et al., 1985; Nagel,
1991). Em contraste, os hapl6tipos CAR, Cam e Ben sdo caracterizados por niveis
normais de cadeias ®y (Nagel, 1991). Os pacientes portadores do haplétipo Arabe-
Indiano, além dos niveis altos de expressdo da cadeia ®y e de Hb F, possuem alta
prevaléncia de co-heranca de a-Tal (Nagel e Ranney, 1990). Essa interagdo é associada

a um fendtipo menos grave da doenca (el-Hazmi, 1992; Thomas et al., 1997).

Entre os varios polimorfismos do agrupamento de genes da (-globina, com
excecdo do citado no paragrafo anterior e da presenca de cadeia “y" no haplétipo
Camardes, ndo se sabe precisamente quais e como os haplétipos p° interfeririam nas
expressdes fenotipicas da anemia falciforme (Powars et al., 1990). MutacGes de ponto

em regides promotoras dos genes da y-globina foram associadas com o decréscimo na
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expressao do gene, mas trata-se de eventos raros, que ndo sao causa comum da variagao
dos niveis de Hb F (Bank, 2006).

3.713 Os haplétipos B° no Brasil

Durante o periodo transatlantico de trafico de escravos (1514-1866),
aproximadamente 4,9 milhdes africanos vieram para o Brasil e foram distribuidas em
quase todas as regides do pais (Estimates Database, 2010). Cerca de 2.876.800
individuos foram trazidos entre 1701 a 1810 e 1817 a 1843, dos quais 73% eram da
Africa equatorial (regides de dialeto Bantu), leste e sul do continente (Angola, Congo e
Mocambique), 26% eram do centro-oeste africano (golfo de Benin e baia de Biafra) e
um pequeno grupo do ocidente atlantico africano (Senegdmbia, Guiné-Bissau e Cabo
Verde). As diferengas regionais foram marcantes em relagdo a quantidade e a origem
dos escravos que foram recebidos por cada regido do pais (Curtin, 1969; Estimates
Database, 2010). Esses dados sdo concordantes com o perfil da frequéncia dos
haplétipos B° encontrados no Brasil, sendo a grande maioria composta pelos haplétipos
CAR e Ben, e uma minoria pelos haplétipos Sen, Cam e Arabe-Indiano, com diferencas
regionais marcantes demonstrando a heterogeneidade do comércio de escravos

Africanos trazidos para o pais durante o periodo colonial.

Alguns estudos foram realizados no Pais, com objetivo de determinar a
frequéncia dos haplétipos p° em diferentes regides, e outros testando a associagdo

desses hapl6tipos com manifestacdes clinicas e laboratoriais da anemia falciforme.

O primeiro estudo que determinou os haplétipos p° no Brasil foi realizado em 37
pacientes com anemia falciforme da raca negra, regularmente acompanhados na Clinica
de Hemoglobinopatias do Hospital Universitario de Sdo Paulo. Dos 74 cromossomos
genotipados 49 eram do tipo CAR, 17 do tipo Ben, apenas um cromossomo do tipo Sen
e sete cromossomos eram atipicos, sendo que 0s gendtipos mais comuns foram
CAR/CAR (19 individuos) e Ben/CAR (9 individuos). O nivel de cadeia ®y da Hb F foi
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determinado, sendo similar em todos haplotipos (média 39,4+6,2%) com excecdo do
unico paciente portador do haplétipo Sen (gendtipo CAR/Sen) que apresentou um nivel
superior (61,1%). Nenhum paciente apresentou predominio da cadeia “y’ (Zago et al.,
1992).

Em novo estudo realizado no estado de Sdo Paulo, Gongalves et al. (1994)
determinaram os haplétipos p° de 74 pacientes com anemia falciforme (33 da clinica da
UNICAMP e 41 da clinica da Escola Paulista de Medicina). Dos 148 cromossomos
estudados 62,2% eram do tipo CAR, 33,8% do tipo Ben e 4% atipicos. Com relag¢do aos
gendtipos, 43,2% eram duplo heterozigotos Ben/CAR, 36,5% eram CAR/CAR, 12,2%
Ben/Ben e 8,1% CAR/Atp. A média dos niveis de Hb F foram 9,83%, 8,75% e 4,61%
para 0s genotipos Ben/Ben, Ben/CAR e CAR/CAR, respectivamente. Os autores ndo

referem se as diferencas foram estatisticamente significativas.

Novamente no estado de S&o Paulo, Figueiredo et al. (1996) estudaram o0s
efeitos dos haplétipos B° e da a-Tal nas caracteristicas clinicas e hematoldgicas de 85
pacientes com anemia falciforme provenientes do Hospital Universitario da UNICAMP
e do Hospital Universitario da Escola Paulista de Medicina. Dos 170 cromossomos
estudados, 61,76% eram do tipo CAR, 34,71% do tipo Ben e 3,53% eram atipicos. As
frequéncias dos gendtipos encontrados neste estudo foram: 36,5% do tipo CAR/CAR,
44,7% Ben/CAR, 11,7% Ben/Ben, 5,8% CAR/Atp e 1,2% Ben/Atp. Houve diferenca
significativa nos niveis de Hb F entre os haplotipos CAR e Ben, sendo que 0s niveis
menores foram associados ao haplotipo CAR. Nédo houve diferenca entre os haplétipos
B> com relacdo aos eventos clinicos analisados (AVC, célculos biliares, necrose

asséptica e Ulcera nas pernas).

Analisando 30 pacientes com anemia falciforme oriundos do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Estado do Para, Pante-de-Sousa et al. (1998)
encontraram a seguinte distribuicdo dos hapldtipos nos 60 cromossomos: 67% do tipo
CAR, 30% Ben e 3% Sen. A combinacdo dos haplétipos encontrada nos 30 pacientes
foi: 47% Ben/CAR, 43% CAR/CAR, 7% Ben/Ben e 3% Sen/Sen. N&o ouve diferenca
significativa na frequéncia dos haplotipos encontrados neste estudo em relacdo aos

outros estudos acima citados.

Os haplotipos do agrupamento de genes da B-globina foram analisados em

cromossomos B, p° e B¢ de negros de trés comunidades amazonicas descendentes de
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escravos africanos. Entre os 20 cromossomos estudados portadores do alelo B°, 60%
eram do tipo CAR, 10% eram Ben e 30% do tipo Sen. Este estudo chamou atencéo para
o fato de que, apesar da maioria dos escravos trazidos para o norte do Brasil ser oriunda
de regibes africanas onde o haplétipo CAR predomina, ha evidéncias da presenca de
escravos vindos do oeste da Africa, particularmente do oeste atlantico, onde o haplétipo

Sen prevalece (Pante-De-Sousa et al., 1999).

Objetivando estudar o grau de comprometimento do crescimento e
desenvolvimento de criangas com anemia falciforme e a sua relagdo com os diferentes
haplétipos B°, Luporini et al. (2001) analisaram 41 criancas com anemia falciforme
pareadas por sexo e idade com criangas saudaveis. Os genotipos encontrados na ordem
decrescente de frequéncia foram: CAR/CAR (17/41), Ben/CAR (13/41), Ben/Ben
(6/41), Ben/Sen (2/41), CAR/CAR minor (1/41), CAR/Atp (1/41), CAR minor/Ben
(1/41). A comparacdo dos dados laboratoriais mostrou aumento estatisticamente
significativo nas médias de Hb F (transformada em logaritmo) entre pacientes com 0s
genotipos CAR/CAR e CAR/Ben (3,08%+2,26 e 8,92%x5,4, respectivamente - p<0,05)
e entre CAR/CAR e Ben/Ben (3,08%=2,26 e 7,73%z=4,7, respectivamente - p<0,05). O
numero de hospitaliza¢bes por ano devido a crises algicas foi estatisticamente superior
nos pacientes com o gendtipo CAR/CAR, quando comparados com 0S pacientes
Ben/Ben (p<0,05). A analise também mostrou que a velocidade de crescimento foi
estatisticamente menor nos pacientes com o gen6tipo CAR/CAR quando com parados
com os Ben/Ben (p<0,05).

Goncalves et al. (2003), analisaram 80 pacientes com anemia falciforme
provenientes do Hospital Universitario da Universidade Federal da Bahia e da Fundacao
de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). As frequéncias dos gendtipos
encontrados neste estudo foram: 21,25% do tipo CAR/CAR, 46,25% Ben/CAR, 21,25%
Ben/Ben, 7,5% CAR/Atp, 1,25% Ben/Atp, 1,25% Ben/Sen e 1,25% Atp/Atp. A
frequéncia encontrada dos genotipos CAR/CAR e Ben/Ben foi exatamente a mesma,
provavelmente devido ao intenso trafico de escravos vindo do golfo de Benin e da Baia
de Biafra para regido nordeste do Brasil, principalmente para o estado da Bahia (Adorno
et al., 2004).

Em um novo estudo envolvendo 80 pacientes com anemia falciforme do estado

da Bahia (Hemocentro da Bahia), Adorno et al. (2004) encontraram a seguinte
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frequéncia nos 160 cromossomos analisados: 48,8% do tipo Ben, 46,2% do tipo CAR,
1,9% do tipo Cam, 0,6% (um cromossomo) do tipo Arabe-Indiano, 0,6% (um
cromossomo) do tipo Sen e 1,9% de hapldtipos atipicos. Os genotipos mais frequentes
foram o Ben/CAR (55%), seguido do Ben/Ben (20%) e do CAR/CAR (16,2%).

Com objetivo de estudar aspectos hematoldgicos, clinicos e moleculares de
criancas com anemia falciforme de duas cidades brasileiras, Lyra et al. (2005),
analisaram 31 pacientes de S&o Paulo e 40 de Salvador. Dos 70 cromossomos
examinados da cidade de Salvador, 48% eram do tipo CAR, 48% do tipo Ben e 3%
atipicos, enquanto dos 56 cromossomos da cidade de S&o Paulo, 55% eram do tipo
CAR, 34% do tipo Ben e 8,5% atipicos. O gendtipo predominante nas duas cidades foi
0 Ben/CAR (40% em S&o Paulo e 54% em Salvador). A distribuicdo dos haplétipos °
nas duas cidades mostrou um padrdo diferente, com uma maior frequéncia do haplétipos
Ben em Salvador comparado com o CAR em S&o Paulo. Os pacientes com 0s genotipos
Ben/CAR e CAR/CAR apresentaram um nimero maior de admissfes devido a crises
vaso-oclusivas nas duas cidades. InfeccGes foram associadas com o genétipo Ben/CAR
e Ben/Ben em Salvador e com os genotipos Ben/CAR e CAR/CAR em S&o Paulo. O
AVC foi mais frequente nos pacientes com o genétipo Ben/CAR em Salvador e com 0
CAR/CAR em S&o Paulo. A coliletiase foi associada com os haplotipos atipicos em
Salvador e com 0 CAR/CAR em Sdo Paulo. Entretanto, ndo houve nenhuma diferenca

estatisticamente significativa.

Neto et al. (2005), estudando 22 pacientes com anemia falciforme atendidos no
ambulatério do Servico de Hematologia do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Ceara (UFC), com seus antepassados até a segunda ascendéncia (pais e avos)
igualmente naturais desse estado, encontraram 0s seguintes genotipos: Ben/Ben
(27,27%), Ben/CAR (27,27%), CAR/CAR (18,18%) e Ben/Sen (4,45%) e 22,72%
atipicos. Dos 44 cromossomos analisados 19 (43,2%) eram do tipo Ben, 14 (31,8%) do
tipo CAR, um (2,3%) do tipo Sen e 10 (22,7%) atipicos.

Em um estudo realizado em 2005, Vicari et al. (2005) avaliaram o tratamento
com HU em 22 pacientes falcémicos (Hb SS) com caracteristicas clinica de moderada a
grave (pelo menos trés episddios de dor por ano, historico de STA e crises recorrentes).
Os pacientes foram tratados com HU como sugerido pelo estudo multicéntrico de
hidroxiureia (The multicenter study of Hydroxyurea) e foram acompanhados por 12 a 60

62



meses (média de 30,45 meses). Nove pacientes eram homozigotos para o haplétipo
CAR, quatro eram homozigotos para o hapl6tipo Ben, sete eram duplo heterozigotos
Ben/CAR, um era CAR/Atp e um era Ben/Atp. O nivel de Hb F basal foi maior nos
pacientes com o haplo6tipo Ben do que nos pacientes CAR, mas esta diferenca néo foi
estatisticamente significativa. Foi observado um aumento significativo nos niveis de Hb
total, quando comparado o nivel anterior com o posterior ao tratamento, quando
considerados todos os pacientes (P=0,037). Niveis de Hb F ap6s tratamento com HU
também foram aumentados, mas na andlise estratificada somente o haplotipo CAR
mostrou significancia estatistica entre os niveis de Hb F antes e depois tratamento

(p=0,003). Né&o foi encontrada qualquer correlagdo entre a idade e sexo e resposta a HU.

Em um novo estudo realizado com pacientes do estado do Para, Lemos e Farias
(2006) determinaram os haplétipos B° de 130 pacientes provenientes do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Estado do Pard. Dos 260 cromossomos avaliados 66%
eram do tipo CAR, 21,8% do tipo Ben, 10,9% do tipo Sen e 1,3% do tipo Cam. A
distribuicdo da frequéncia dos genétipos encontrados foi: 50,8% CAR/CAR, 16,1%
Ben/CAR, CAR/Sen 11,5%, Ben/Ben 10%, Ben/Sen 8,6% e CAR/Cam 3%. A
frequéncia do hapldtipo Sen observada neste estudo foi trés vezes maior que o relatado
anteriormente neste estado e significantemente maior do que nas outras regifes
brasileiras. A frequéncia do haplétipo Sen encontrada estd de acordo com os dados
historicos sobre o trafico de escravos do oeste atlantico africano para o norte do Brasil.
Neste estudo, o hapl6tipo Cam foi identificado pela primeira vez em um estudo
envolvendo populagdes brasileiras. Esse haplotipo foi trazido para o norte do Brasil
principalmente por: trafico doméstico de escravos, particularmente os vindos do
nordeste (Bahia, Pernambuco e Maranhdo), regido que recebeu maior numero de
escravos do oeste central da Africa, onde o hapldtipo Cam é encontrado; por migragdes
internacionais; e escravos fugitivos e traficados vindo da Guiana Francesa e do

Suriname.

Para esclarecer se caracteristicas clinicas, hematoldgicas e genéticas da doenca
falciforme influenciariam na ocorréncia de alteracdes nos vasos sanguineos da retina e
conjuntiva, Lima et al. (2006), estudaram 71 pacientes com anemia falciforme, 19
duplos heterozigotos SC e 12 pacientes SB-tal, todos acompanhados no Centro de
Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas. Dos 71 pacientes

com anemia falciforme, 33 possuiam o genotipo Ben/CAR, 20 eram CAR/CAR, 15
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Ben/Ben, um Atp/Atp e dois pacientes ndo foram genotipados. Foram encontradas
frequéncias similares de alteragcbes nos vasos da retina e da conjuntiva nos pacientes
com os diferentes haplétipos B°, sugerindo que estes ndo interferem na ocorréncia

dessas complicacgdes.

Silva (2006) analisou 75 pacientes com anemia falciforme atendidos no Centro
de Atencdo Global a Pacientes Portadores de Hemoglobinopatias do Hospital das
Clinicas de Porto Alegre, com objetivo de avaliar se existiria correlagdo entre o0s
haplétipos B° e a gravidade da doenca. Dos 150 cromossomos analisados, 66% eram do
tipo CAR, 27% eram Ben e 7% eram atipicos. A frequéncia dos gendtipos encontrados
foi: 46,7% CAR/CAR, 29,3% Ben/CAR, 9,3% Ben/Ben, 8% CAR/Atp e 6,7% Ben/Atp.
N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre os haplétipos p° e a
frequéncia de dor, complicacGes cardiacas, sexo, idade e niveis de Hb F.

Em 2006 foi realizado um estudo descritivo com 18 criangas ou adolescentes
com anemia falciforme e homozigotos para o haplétipo CAR, com objetivo de
esclarecer a diversidade clinica e laboratorial dos individuos portadores desse haplotipo.
A faixa etaria de um a 11 anos apresentou maior nimero de infec¢bes que a faixa etaria
de 12 a 19 (p=0,04), além de niveis mais altos de Hb F (p=0,01). Os valores de
hematocrito foram mais elevados no sexo feminino (p=0,03). Os pacientes com nivel de
Hb F maior que a média do grupo possuiam valores de hematdcrito mais elevados
(p=0,01), enquanto que o0s que possuem niveis de Hb F menores que a média possuiam
maior nimero de crises algicas por ano (p=0,01). Niveis mais elevados de Hb A, foram
correlacionados com maior numero de infeccdes, enquanto niveis mais elevados de Hb
F foram relacionados com niveis mais altos de hematdcrito (r=0,61) e menor nimero de
crises algicas por ano de acompanhamento. O ndmero de transfusGes/ano apresentou
correlacdo positiva com o nimero de crises algicas (r=0,84), de infeccbes (r=0,6) e de
internamentos (r=0,61). Desta forma, os autores sugerem que existe uma diversidade
clinica e laboratorial dentro do haplétipo CAR, que possivelmente esta relacionada com
sexo, idade e niveis de Hb A, (Costa et al., 2006).

No Rio de Janeiro, Fleury (2007) estudou 74 pacientes com anemia falciforme
matriculados no Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti
(HEMORIO). Dos 148 cromossomos genotipados, 80 (54%) eram do tipo CAR, 66
(44,6%) do tipo Ben e dois (1,4%) do tipo Sen. Os gendtipos encontrados nesses
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pacientes foram: 63,6% Ben/CAR, 21,6% CAR/CAR, 12,2% Ben/Ben, 1,3% Ben/Sen e
1,3% CAR/Sen. A concentracdo de Hb F foi mais alta no grupo Ben/CAR e Ben/Ben
em relacdo ao CAR/CAR.

Para investigar a frequéncia dos hapl6tipos B> em pacientes pediatricos triados
pelo programa de triagem neonatal do estado de Pernambuco e acompanhados no
hospital do HEMOPE, Bezerra et al. (2007) avaliaram 74 individuos com doenca
falciforme. Dentre os 53 pacientes estudados com anemia falciforme, 64,1% possuiam o
genotipo CAR/CAR, 24,5% Ben/CAR, 3,8% CAR/Atp, 1,9% Ben/Ben, 1,9% Ben/Atp,
1,9% CAR/Cam e 1,9% Atp/Atp. Dos 106 cromossomos avaliados de individuos com a
forma homozigota (Hb SS), 84 (79,2%) eram do tipo CAR, 16 (15,1%) do tipo Ben, um
(1%) Cam e cinco (4,7%) atipicos. Neste estudo, o haplétipo Cam foi novamente
observado no Brasil (apenas um cromossomo do total de 127 investigados).

Adorno et al. (2008) realizaram um estudo transversal em 125 pacientes com
anemia falciforme atendidos na HEMOBA com objetivo de identificar as principais
caracteristicas moleculares e clinicas da doenca no estado da Bahia. Os genotipos e as
médias de Hb F encontrados nestes pacientes foram: 64 Ben/CAR (Hb F 9,2+5,7%), 36
Ben/Ben (Hb F 12,4+6,5%), 18 CAR/CAR (Hb F 7,5+4%), 2 CAR/Atp (Hb F
8,4+1,8%), 2 Ben/CAM (Hb F 22,2+7,3%), 1 CAR/Cam (Hb F 5%), CAR/Arabe-
Indiano (Hb F 26,4%) e Sen/Atp (Hb F 0,8%). Pelo menos um hapl6tipo CAR estava
presente em todos os pacientes com histérico de AVC (1 CAR/Cam, 2 CAR/CAR e 3
Ben/CAR). A frequéncia de crise de dor foi menor nos pacientes com 0s gendtipos
Ben/CAR e trés genes alfa quando comparado com pacientes com outros genoétipos e

também trés genes alfa.

A mesma casuistica do estudo citado anteriormente foi usada em um trabalho
visando avaliar a importancia de variacdes na sequéncias dos genes “y e ®y e da regido
controladora do locus HS2 na diversidade dos niveis de Hb F. Dos pacientes estudados,
quatro com o genotipo CAR/CAR tinham niveis de Hb F > 10%, trés com o gendtipo
Ben/Ben apresentaram Hb F < 5,0%, 11 com o genétipo Ben/CAR tinham HbF >
15,0%, 18 com o gendtipo Ben/CAR tinham Hb F < 5,0% e dois com o gendtipo
Cam/Ben tinham HbF > 15,0%. Deste grupo, dez pacientes que apresentavam uma
disparidade entre o nivel de Hb F e o haplotipo B° foram selecionados para o
sequenciamento das regides estudadas (dois Cam/Ben, dois Ben/Ben, trés Ben/CAR,
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dois CAR/CAR e um CAR/Atp). A analise da regido controladora do locus HS2
demonstrou uma substitui¢do de nucleotideo G—A na posigdo -10.677 em pacientes
com o hapl6tipo Ben e niveis de Hb F elevados. Portadores dos gendétipos Ben/CAR e
Ben/Ben e niveis baixos de Hb F ndo possuiam essa sequéncia variante. A sequéncia
promotora de ®y mostrou uma substitui¢io T—C na posi¢do -157 em todos os pacientes,
sugerindo que este polimorfismo, situado nas proximidades de outro polimorfismo (-
158 C—T), esta associado com expressdao alta do gene y. Os pacientes portadores do
gendtipo Ben/Cam apresentaram a delecdo -222_-225del na regido promotora do gene
Ay relacionada ao haplotipo Cam, que pode ser parte de um elemento em cis que
aumenta a expressdo da globina y. Este estudo confirmou a relacdo entre a
heterogeneidade genotipica e os niveis de Hb F em pacientes brasileiros com anemia
falciforme (Adorno et al., 2008).

3.714 Haplétipos B° no restante do mundo

Diversos estudos tém sido realizados, em diferentes regides do mundo, para
verificar a associacéo entre os haplétipos B° e caracteristicas clinicas e hematolégicas da

anemia falciforme.

Labie et al. (1985) estudaram 34 pacientes com anemia falciforme de Benin ou
Senegal para determinar a relacéo entre os haplétipos B°, niveis de Hb F e as taxas de
cadeias ®y e y. Os portadores do hapl6tipo Sen apresentaram maior expressdo de
cadeias ®y e niveis mais elevados de Hb F. Os pacientes portadores do haplétipo Ben
exibiram menor concentracdo de cadeias ®y e de Hb F.

Nagel et al. (1985), estudando pacientes africanos falcémicos (Hb SS),
encontraram relacéo entre o haplétipo Sen e niveis mais elevados de Hb F, predominio
das cadeias ®y nas Hb F, menor proporcéo de hemacias muito densas e uma menor
percentagem de células falciformes irreversiveis quando comparados com pacientes

portadores do haplétipo Ben. Os autores ainda sugeriram que a composicdo das cadeias
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v e 0s niveis de Hb F sdo relacionados aos haplétipos B° e que a diminuicdo na
porcentagem de células densas e de células falciformes irreversiveis sdo eventos

secundarios a elevacdo da Hb F.

Wainscoat et al. (1985) avaliaram dez pacientes com anemia falciforme de uma
familia jamaicana que apresentavam niveis elevados de Hb F, ndo usuais para aquela
populacdo. Todos eles apresentavam um padrao de arranjo de polimorfismos (haplotipo)
no cromossomo 11 rarissimo na populacdo jamaicana. A anélise genética desta familia
sugeriu que existiria um fator determinante ligado ao agrupamento de genes da f-
globina, caracteristico neste haplotipo, que seria responsavel pela maior producao de Hb
F em resposta a anemia. Curiosamente este haplotipo parecia ser muito comum em
pacientes homozigotos SS no leste da Arabia Saudita, que apresentavam fen6tipo com
niveis elevados de Hb F. Os autores sugeriram que este hapl6tipo atua como um
marcador genético para niveis elevados de Hb F em doentes falciformes. Este padrédo

polimdrfico seria posteriormente reconhecido como o Arabe-Indiano.

Vinte e nove pacientes africanos com anemia falciforme foram avaliados para
testar a hipétese de que o polimorfismo C—T na posicdo -158 a 5" do gene ®y estaria
relacionado com a expressdo da cadeia ®y. Este polimorfismo foi fortemente associado
ao haplétipo Sen. Os autores concluiram que, apesar da alta correlacdo, o polimorfismo
ndo prediz perfeitamente a presenca de altos niveis da cadeia ®y. Os resultados também
excluiam a possibilidade deste polimorfismo estar exclusivamente envolvido na
determinacéo da alta expressdo do gene ®y e sugeria que outros polimorfismos na regido
5" deste gene poderiam ter o mesmo efeito, ou ainda, que o polimorfismo e sua regido
ndo estariam envolvidos na expressdo do gene ©y, estando apenas em desequilibrio de

ligacdo com uma possivel sequéncia controladora (Labie et al., 1985).

Novamente para testar que o polimorfismo C—T na posi¢do -158 a 5 do gene
©y contribuiria com a variacdo dos niveis da cadeia ®y em individuos com anemia
falciforme, Gilman e Huisman (1985) avaliaram 41 pacientes (Hb SS) e membros de
algumas familias, todos vivendo no estado da Georgia, no Estados Unidos. Nos
individuos homozigotos para o nucleotideo T na posicdo -158 a 5 do gene y, o nivel
médio de cadeias Gy foi 69,7+ 4,6%. Nos individuos heterozigotos para este
polimorfismo o nivel médio de cadeias ®y foi 60,645,7%. A auséncia do nucleotideo T

na posicdo -158 a 5" do gene ®y foi associado a niveis baixos de cadeias %y (média de
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39,6% £ 4,0%). Os dados foram consistentes com a hipotese de que a presenca do
polimorfismo C—T na posicéo -158 a 5 do gene ®y causa no fenétipo elevados niveis

de cadeias ©y.

Estudando 66 sujeitos com anemia falciforme da Republica Central Africana,
Nagel et al. (1987) encontraram 90,6% dos cromossomos do tipo CAR e o
remanescente atipicos. Os resultados desse estudo foram comparados com os resultados
de outro estudo, onde Nagel et al. (1985) haviam relatado informagdes sobre individuos
portadores dos hapl6tipos Ben e Sen. Os portadores dos haplotipos CAR e Sen
mostraram niveis altos de Hb F e baixos de células densas F4, mesmo quando a
frequéncia elevada de a-Tal nos portadores do haplotipo CAR (62%) foi desprezada,
comparando os portadores do haplotipo CAR sem a-Tal com o portadores do haplétipo
Sen, que possuem menor prevaléncia de a-Tal. Esses dois haplétipos foram diferentes
em relacdo & expressdo de cadeias ®y, com alta porcentagem nos portadores do
haplotipo Sen e baixa porcentagem para os portadores do haplotipo CAR. Entretanto,
ambos os haplétipos mostraram ser muito diferentes do haplétipo Ben, que foi
caracterizado por baixos niveis de Hb F e porcentagens elevadas de células densas F4.
Curiosamente, entre os portadores do haplétipo CAR houve uma forte correlacdo entre

os niveis de Hb F e expressdo da cadeia %y, que ndo foi visto com os outros haplétipos.

Kulozik et al. (1987) determinaram os haplétipos p° em 303 individuos do
estado de Orissa, india (126 Hb SS, 141 Hb AS, 17 Sp°-tal, 7 Ap’-tal e 12 Hb AA). O
hapldtipo Arabe-Indiano foi quase exclusivamente encontrado nos Ccromossomos
portadores do alelo B°. A média de Hb F em individuos com anemia falciforme
homozigotos para o haplétipo Arabe-Indiano foi 16,4% (n=107; média de idade 16,6
anos). Estudos familiares mostraram que ha um fator genético ligado a elevacao da Hb
F, principalmente nos homozigotos SS, e que esse fator parece estar relacionado ao
haplétipo Arabe-Indiano. Houve também elevada prevaléncia de um tipo suico de
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal em pacientes portadores do traco

falcémico e em doentes falciformes.

Em um estudo envolvendo 283 individuos com doenca falciforme na Califérnia,
sendo 221 com anemia falciforme, comparagdes da concentracdo de Hb F (%), Hb F
absoluta e cadeia ®y absoluta entre os hapl6tipos p°, sem levar em consideracio

delecBes nos genes alfa, mostraram que os niveis de Hb F (%), Hb F absoluta, cadeia ®y
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absoluta foram significativamente maiores no grupo com genotipo Sen/Ben. O grupo
com gendtipo Ben/CAR apresentou niveis significativamente menores e os portadores
do gendtipo Ben/Ben apresentou valores intermediérios. A média de Hb F absoluta
diminuiu de 0,75 g/dL no grupo Ben/Ben para 0,57 g/dL no grupo Ben/CAR e de 1,11
g/dL no grupo Sen/Ben para 0,73 g/dL no grupo CAR/Sen. Também foi encontrada uma
alta correlacdo entre os niveis de Hb F absoluta e os niveis absolutos de cadeia ®y
(Schroeder et al., 1989).

Tendo em vista que polimorfismos na regido flaqueadora a 5° do gene da y
globina podem resultar em niveis de expresséo diferente de Hb F entre os haplétipos p°,
Month et al. (1990) avaliaram a regido desde -350 até +10 pb dos genes ®y e “y nos
hapldtipos CAR, Ben e Sen. O haplotipo Sen foi associado a um nucleotideo T na
posicdo -158 a 5°do gene Cy, o haplétipo Ben a uma modificagdo A—G na posicdo -309
a 5" do gene % e o haplétipo CAR a uma modificagio C—T na posi¢do -271 a 5° do
gene “y. A modificagio A—G na posi¢do -309 a 5 do gene ®y também foi encontrada
em cromossomos [ selvagens, sugerindo que esta modificagdo ocorreu antes da

mutacdo p° no haplétipo Ben.

Em um estudo envolvendo 221 pacientes com anemia falciforme, foi encontrada
uma forte correlagdo entre os niveis de Hb F absoluta e os niveis absolutos de cadeia ®y
nos haplétipo B°, com coeficiente de correlacdo r=0,97, 0,98 e 0,99 nos grupos
Ben/Ben, Ben/CAR e Sen/Ben respectivamente. Também foi encontrado que 0s
pacientes que possuiam niveis de Hb F absoluta acima de 1,2 g/dL ou niveis absolutos
de cadeia ®y acima de 0,6 g/dL tiveram morbidade clinica significativamente menor.
Uma proporcéo significativamente maior de pacientes com o cromossomo B° do tipo

Sen ultrapassaram os niveis “criticos” citados (p=0,0009) (Powars et al., 1990).

O mesmo estudo comparou a incidéncia de eventos clinicos por 100 pessoas/ano
ajustada pela idade, em pacientes com anemia falciforme e pelo menos um cromossomo
B° do tipo Sen com pacientes sem este hapl6tipo. Os pacientes com pelo menos um
cromossomo Sen tiveram incidéncia menor de todos os eventos clinicos estudados
(hospitalizagOes, todas as crises falciformes, crises falciformes com maior complicagdo
médica, STA, infarto dsseo, crise aplastica, meningites/septicemia, fratura, priapismo e
necrose renal papilar). Com relagdo aos eventos agudos, foi encontrado um alto grau de

significancia estatistica (p<0,0001). As crises falciformes e STA atingiram estes
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pacientes com muito menos frequéncia. Houve menor risco de SEA, menos
hospitalizagdes por infec¢Oes do trato respiratorio superior, diminuicdo da pielonefrite,
reducdo na doenca do figado e menos cirurgias. Da mesma forma, pelo menos um
cromossomo Sen protegeu contra infarto 6sseo (p<0,00001; RR=0,63). A incidéncia de
infarto 6sseo por 100 pessoas/ano ajustada pela idade, incluido a sindrome méo-pé, foi
notavelmente menor no grupo Sen/Ben (3,32 por 100 pessoas/ano) quando comparada
com o grupo Ben/CAR (9,5 por 100 pessoas/ano) e o grupo Ben/Ben (12,21 por 100
pessoas/ano). As principais faléncias de orgaos (cérebro, rins, pulmdes, 0ssos e Ulceras
nas pernas) ocorreram em 72 dos 221 pacientes com anemia falciforme. A andlise
estatistica mostrou um efeito prejudicial do haplétipo CAR e um efeito benéfico do
haplotipo Sen, sendo que o hapl6tipo Ben mostrou caracteristicas intermediarias. O
haplotipo CAR foi associado com aumento do risco de vasculopatias obstrutivas nos
tecidos moles, incluindo cérebro (RR=2,01), rins (RR=5), pulmdes (RR=1,27) e ulcera
nas pernas (RR=1,72), com niveis altamente significativos (valor global de P=0,001).
Os danos irreversiveis nos tecidos moles foram duas vezes maiores no grupo com o
gendtipo Ben/CAR quando comparados com o grupo Ben/Ben e trés vezes maiores do
que o grupo Sen/Ben. Os grupos de pacientes Ben/Ben e Sen/Ben possuiram 0 mesmo
risco até os 20 anos, sendo que apds o0s 20 anos o efeito protetor do cromossomo Sen
diminuiu o risco de faléncia de 6rgéo de tecidos moles e morte. Resumindo, os achados
do trabalho convergem para idéia de que, em comparacdo com pacientes com haplotipo
Ben, o hapl6tipo Sen diminui a gravidade das manifestacGes clinica, enquanto o
haplétipo CAR aumenta esta gravidade (Powars et al., 1990).

Em um estudo realizado com objetivo de verificar se os haplétipos B° estdo
relacionados com caracteristicas hematoldgicas e clinicas da anemia falciforme, 113
pacientes negros adultos foram avaliados. Setenta e cinco por cento dos pacientes eram
homozigotos ou heterozigotos para os haplétipos Ben ou CAR, 13,3% eram
homozigotos ou heterozigotos para o Sen, enquanto 11,5% tiveram outros genotipos.
N4o foi encontrado nenhum efeito dos haplétipos B> nos niveis de Hb F. O nivel médio
de cadeias Gy foi 60,5+17,0% nos individuos heterozigotos ou homozigotos para o
hapl6tipo Sen e 46,9+11,6% nos individuos com outros genoétipos. Individuos com o
sitio de restricdo Xmnl a 5' do gene ®y (polimorfismo C—T) tiveram o nivel de cadeia
©y de 59,5+16,7%, enquanto aqueles que ndo possuem esse sitio tiveram uma média de

47,2+12,1%. N&o houve diferenca significativa entre esses grupos na concentracao de
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Hb total, hematdcrito, VCM ou indicadores clinicos de gravidade vaso-oclusivas
incluindo, crises, hospitalizagcGes por ano, necrose 0ssea asseptica, STA ou Ulceras de
perna. Embora a presenca do haplétipo Sen e do sitio de restricio Xmnl a 5' do gene ®y
estivesse associada com maior producdo de cadeias ®y, ndo foi detectado nenhum efeito
dos haplétipos p° na concentracdo da Hb F ou de outras caracteristicas hematolégicas e
clinicas (Rieder et al., 1991).

Em 66 adultos com anemia falciforme em Nova York, a presenca de pelo menos
um cromossomo com o haplétipo Sen foi associado a niveis mais elevados de
hemoglobina (1,2 g/dL mais elevados) quando comparados com pacientes sem 0
haplotipo Sen (p<0,004). Os reticuldcitos, os niveis de LDH e os niveis séricos de
bilirrubina foram significativamente menores naquele grupo. Além disso, esses dois
grupos diferiram na concentracdo de Hb F absoluta (0,93 VS 0,62; p <0,03) e no nivel
de cadeias ®y (60,3% vs 46,5%, uma diferenca altamente significativa). Os pacientes
sem 0 haplo6tipo Sen tiveram aproximadamente o dobro do nimero médio de células
densas (p<0,03). Os autores sugeriram que o haplotipo Sen estd associado a uma
melhora da anemia hemolitica que caracteriza a doenca falciforme (Nagel et al., 1991).

Ballas et al. (1991) determinaram os haplétipos B°, testaram a presenca do
polimorfismo C—T na posi¢do -158 a 5" do gene ®y e mediram a expressdo de Hb F ¢
da cadeia ®y em 143 pacientes negros americanos com anemia falciforme. O
nucleotideo T estava presente em todos os cromossomos com o haplétipo Sen, sendo
que dos 255 cromossomos restante que possuiam outros hapl6tipos, apenas dois
possuiam o nucleotideo mutado nessa posi¢do. Houve correlagdo significativa, dose-
dependente, entre a presenca deste polimorfismo e o aumento da razéo de cadeias ®y/*y.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de Hb F e a presenca do
polimorfismo, sugerindo que a presenca do polimorfismo mantém a razdo ®y/ “y como

na vida fetal, mas ndo causa necessariamente a elevacdo da Hb F.

Padmos et al. (1991) comparam as caracteristicas de individuos com anemia
falciforme de duas provincias da Arabia Saudita. Todos 0s pacientes da provincia
oriental possuiam o haplétipo Arabe-Indiano, enquanto os pacientes da provincia
ocidental possuiam predominantemente o hapl6tipo Ben. Os pacientes da provincia
oriental tinham, adicionalmente, maior frequéncia de a-Tal (frequéncia génica: 0,375 vs
0,196; p=0,033), maior média de Hb total (10,27+1,46g/dl vs 8,89+1,3g/dl; p<0,001), de
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Hb fetal (13,34+4,4% vs 6,28+3,58%; p<0,001) e menor média de Hb A, (2,18+0,74%
vs 2,91+0,91%; p<0,001), VCM (82,4+13,6fl vs 90,8+8,2fl; p=0,007), reticuldcitos
(5,9+35% vs 9,4+32: p<0,001) e plaquetas (400+194x10%1 vs 495+136x10!;
p=0,044). Os pacientes da provincia oriental tiveram maior persisténcia de
esplenomegalia (53% vs 30%; p=0,024), desenvolvimento corporal mais proximo do
normal e maior espessura da prega subescapular. Os pacientes da provincia ocidental
apresentaram mais episddios de dactilite (10/18 vs 0/18; p<0,001), ictericia (79% vs
50%; p=0,025), STA (2,4 vs 0,7 por 100 pacientes/ano; p=0,011) e transfusdes (90% vs
59%; p=0,006). As crises dolorosas e a necrose avascular da cabeca femoral foram
comuns e ocorreram igualmente em ambos 0s grupos. As caracteristicas da doenca na
provincia oriental foram mais suaves, compativeis com os niveis mais elevados de Hb F
e alta prevaléncia de a-Tal, porém as patologias 0sseas (crises de dor, necrose avascular
da cabeca femoral e osteomielite) foram comuns em ambos os grupos. A doenga na
provincia ocidental foi mais grave, compativel com o haplétipo Ben, sugerindo uma

origem africana da mutacéo B°.

Com objetivo de encontrar variacdes no DNA especificas para os haplétipo p°
classicos, Dimovski et al. (1991) avaliaram 100 adultos e 57 recém-nascidos negros
com anemia falciforme, todos do sudeste dos Estados Unidos. Todos os 134
cromossomos portadores do haplétipo Ben foram positivos para substituigdo G—T na
posicdo -657 a 5 do gene “y, enquanto 132 desses mesmos Cromossomos foram
positivos para substituigio C—G na posicdo -369 a 5 do gene ®y. Nenhum outro
cromossomo portador de um dos haplotipos B° classicos foi positivo para essas
substituicdes. Todos os 54 cromossomos portadores do hapl6tipo CAR apresentaram
trés mutagdes exclusivas deste haplotipo: 1) uma substituicio C—T na posi¢ao -271 a
5" do gene “y; as substitui¢des CG—TT nas posicdes -1105 e -1106 a 5" do gene %y; e
uma delecdo de 6 pb entre as posicdes -403 e -390 a 5" do gene ®y. Como ja descrito
anteriormente, a substituicgio C—T na posicdo -158 a 5°do gene ®y estava presente

apenas nos cromossomos do tipo Sen e Arabe-Indiano.

Em um estudo realizado com 40 pacientes com anemia falciforme originarios de
diferentes regibes de Camardes e tratados no hospital central da capital Yaoundé,
Lapoumeroulie et al. (1992) descreveram uma nova mutacao BS africana com origem

diferente das demais, chamada de “Camardes”. Dos 80 cromossomos avaliados, 13
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possuiam o novo padrdo. O haplétipo Cam difere de todos os outros em ambas as

rr s

regides 5 e 3" de um ““sitio quente™ (hot spot) de recombinacdo do agrupamento de
genes da B-globina (Chakravarti et al., 1984). A principal diferenca na regido 5" € a
presenca do sitio de restricdo para a enzima Hindlll na regido 1VS2 do gene “y. Na
regido 3", a principal diferenca é a auséncia do sitio de restricdo para enzima BamHI
observado a 8 kb downstream em todos os outros haplétipos p° africanos. Este sitio
também ndo é observado no haplétipo Arabe-Indiano. Como no haplétipo Arabe-
Indiano, a auséncia deste sitio é intrinsecamente ligada a auséncia do sitio para a enzima
Hinfl proximo ao final do gene B na regido 3’. A autenticidade da nova mutacdo B° é
fundamentada nas seguintes evidéncias: este gene esta em desequilibrio de ligacdo com
um novo haplétipo do agrupamento de genes da B-globina, chamado de “Camardes”;
este gene estd presente em homozigose nesta parte da Africa; e todos os individuos
homozigotos pertencem a um dnico grupo étnico (Eton), que vive em uma area restrita
do vale do rio Sanaga, ao norte da capital Yaoundé. Outra evidéncia molecular da
singularidade deste haplétipo é a configuracdo distinta da regido polimorfica localizada
entre -1100 e -400 a 5" do gene da B>-globina, pela presenca da sequéncia especifica
(AT)gTs, diferente das observadas nos outros haplotipos B°. Essas observacdes

sustentam fortemente a hipotese da presenca de outra mutagio P° de origem

independente no continente africano.

Em um estudo realizado com criangas com idade abaixo de cinco anos, Green et
al. (1993) correlacionaram parametros hematolégicos com diferentes haplétipos B° em
pacientes falcémicos africanos. Os pacientes que possuiam pelo menos um cromossomo
com o haplétipo Sen (Sen/Sen e Ben/Sen) foram comparados com um grupo de
pacientes com os haplotipos Cam e Ben (Cam/Cam, Ben/Cam e Ben/Ben). Os pacientes
que possuiam um ou dois cromossomos com o hapl6tipo Sen tiveram concentracdo mais
elevada de Hb F do que os que ndo possuiam (1,48 vs 1,16; p<0,001). Este grupo
também apresentou relacdo de globinas ®y/*y mais alta (2,03 vs 0,85; p<0,001),
refletindo o atraso na mudanca da globina ®y para a globina “y adulta. Os niveis de Hb
total tambem foram maiores neste grupo (8,3 g/dL vs 7,5 g/dL; p=0,02). O grupo de
pacientes com o gen6tipo Cam/Cam apresentou niveis de globina “y" significativamente

mais elevado que o grupo Ben/Ben.

De Montalembert et al. (1993) estudaram os efeitos dos haplétipos em 120
pacientes franceses com anemia falciforme e homozigotos para diferentes haplotipos BS.
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Trinta e sete eram homozigotos para o haplétipo CAR, 57 eram homozigotos para o
hapldtipo Ben e 26 homozigotos para o hapl6tipo Sen. Os niveis de Hb F foram maiores
nos pacientes Sen/Sen (12,4%16,5%) quando comparados com os pacientes CAR/CAR
(6,5%15,3%; p=0,0001) e os pacientes Ben/Ben (7,2%15,6%; p=0,0001). Ndo houve
diferenca na prevaléncia das complicagdes estudadas de acordo com os haplétipos f°
(osteomielite, meningite, septicemia, pneumopatias incluindo STA, ocorréncia de trés
ou mais crises algicas por ano, AVC, necrose da cabeca do fémur, priapismo e SEA). A
comparacao foi novamente realizada estratificando-se os grupos de acordo o nimero de

genes alfa e, novamente, ndo houve diferencas significativas.

Em um estudo realizado com 51 criangas com anemia falciforme, Adekile e
Huisman (1993) encontraram a seguinte relacdo entre os haplétipos B° e os niveis de Hb
F: os maiores niveis de Hb F foram encontrados nos pacientes com o gendtipo Sen/Sen
e 0s menores nos pacientes CAR/CAR; os dados dos pacientes com 0s genotipos
Ben/Sen foram intermediérios entre aqueles encontrados para 0s gendtipos Sen/Sen e
Ben/Ben, sendo que 0s observados para os pacientes com o gendtipo CAR/Sen foram
similar aqueles apresentados para 0s grupos com 0s genoétipos Ben/Ben e CAR/CAR.
Os niveis de Hb total, hematocrito e hemécias foram menores nos pacientes com 0s
gen6tipos CAR/CAR e maiores nos Sen/Sen ou Ben/Sen. Pacientes acima de 10 anos
com o gendtipo Ben/Ben possuiam Hb total entre 6 e 10 g/dl, sendo que os pacientes
com o genotipo CAR/CAR, depois dos 3-4 anos, mostraram nivel de Hb total menor
que 7 g/dL. O oposto foi observado para os pacientes com o0s gendétipos Sen/Sen e
Ben/Sen, nos quais o nivel de Hb total manteve-se entre 7 e 9 g/dL.

Chan e Powars (1994) relataram que a incidéncia ajustada pela idade de todos os
tipos de crises falciformes foi de 50,4 por 100 pacientes/ano no grupo Sen/Ben, 53,2 no
Ben/Ben e 47,8 no CAR/Ben. Considerando apenas 0s principais eventos que causam
hospitalizacdo, tais com STA ou infarto 6sseo, as incidéncias foram de 12,4 para o
grupo Sen/Ben, 21,1 para Ben/Ben e 21,5 no grupo Ben/CAR (P<0,001).

Steinberg et al. (1995), estudando 384 adultos com anemia falciforme,
demonstraram que a concentracdo de Hb F foi maior em mulheres do que em homens
(8,2% vs 6,5%). Em 35 homens que eram homozigotos para o haplétipo Sen ou
heterozigotos Ben/Sen a média de Hb F (8%) foi equivalente ao nivel de Hb F em

mulheres com os haplétipos Ben e CAR. Homens e mulheres homozigotos para o
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haplotipo Sen ou heterozigotos Ben/Sen apresentavam concentracdo maior de Hb F
quando comparados com 0s outros grupos. Em 44 mulheres com os gendtipos Sen/Sen
ou Ben/Sen a média de Hb F foi 10,9%, o maior valor observado dentre todos os grupos
analisados. As mulheres com haplétipo Sen e niveis altos de Hb F apresentaram menos
hemolise e maior valor de hematdcrito. Os autores sugerem que 0 género e 0S
hapldtipos interagem significantemente na modulacdo dos niveis de Hb F em adultos

com anemia falciforme.

Martinez et al. (1996), estudando 91 pacientes cubanos com anemia falciforme,
encontraram diferencas nas frequéncias dos haplétipos p° entre criancas e adultos,
sugerindo diferencas na sobrevida dos pacientes com os diferentes tipos de haplotipos.
Foi constatada uma diminuicdo do haplétipo CAR e um aumento dos hapl6tipos Sen e
Ben nos adultos. Entretanto, outros estudos ndo encontraram diferencga nas frequéncias
dos haplotipos entre criancas e adultos (Keclard et al., 1997; Arends et al., 2000;
Cuellar-Ambrosi et al., 2000).

Em um estudo realizado com 257 falcémicos (Hb SS) jamaicanos de um coorte,
Chang et al. (1995) determinaram a importancia relativa do locus FCP (F-cell
production), que estaria localizado no cromossomo Xp22.2, dos hapl6tipos CAR e Sen,
do namero de genes alfa, da idade e do género na variacao dos niveis de Hb F. A andlise
de regressao linear mostrou que cada varidvel, quando analisada isoladamente,
apresentava associacdo significativa com os niveis de Hb F (p<0,05). A andlise de
regressdo mdltipla, incluindo todas as varidveis, mostrou que o locus FCP seria 0 mais
forte preditor, “explicando” 40% da variagdo dos niveis de Hb F. Os haplétipos, o0s
genes alfa e a idade “explicavam” menos de 10% da variagdo dos niveis de Hb F. A
associacao dos haplétipos com os niveis de Hb F tornou-se aparente quando a influéncia
do locus FCP era removida, estratificando-se a andlise pelo fenétipo de FCP. O efeito
dos haplétipos era principalmente causado pelo tipo Sen, que possuia uma associagdo
positiva com os niveis de Hb F. A influéncia negativa do haplétipo CAR contribuia
pouco para a variacdo dos niveis de Hb F (Chang et al., 1995). Um estudo semelhante
foi realizado com 112 pacientes franceses, para verificar a validade dos achados em uma
populacdo diferente. A principal modificacdo metodologica foi incluir apenas pacientes
homozigotos para os trés principais haplétipos africanos (Ben, CAR e Sen). Na analise
de regressdo linear apenas o locus FCP, os haplétipos B° e a idade foram associados
com os niveis de Hb F. A média dos niveis de Hb F nos haplétipos Ben, CAR e Sen foi
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6,7+5%, 5,1+3,7% e 11,6+7,3%, respectivamente. Os haplotipos “explicariam” 12% da
variacdo dos niveis de Hb F na analise univariada. A andlise de regressdo multipla
mostrou que em pacientes do sexo feminino apenas o locus FCP e os haplotipos tiveram
associacdo significativa, representando 41% e 14% da variacdo dos niveis de Hb F,
respectivamente. Nos homens, apenas o locus FCP foi significativo, “explicando” 36%
da variacdo dos niveis de Hb F. Quando a influéncia do locus FCP foi removida, 0s
haplotipos foram significativos explicando 9% da variacdo dos niveis de Hb F (Chang et
al., 1997). Posteriormente, novos estudos ndo comprovaram a existéncia do locus FCP
no cromossomo X. Atualmente, sabe-se que 20% a 50% da variacao dos niveis de Hb F
em pacientes com anemia falciforme s&o atribuidos a trés principais loci: o SNP C—T
na posicdo -158 a 5" do gene ©y, a regido intergénica HBS1L-MYB no cromossomo 6q

e 0 gene BCL11A no cromossomo 2p15 (Thein e Menzel, 2009).

O estudo multicéntrico da hidroxiureia (The multicenter study of Hydroxyurea)
foi um estudo duplo-cego, controlado por placebo, com objetivo de analisar a eficacia
do tratamento com HU para pacientes com anemia falciforme. Este estudo comegou em
1992 com 299 pacientes, sendo 152 randomizados para o tratamento com HU e 147
com placebo. O estudo terminou quatro meses antes do previsto por causa da evidéncia
da eficacia da HU em comparacdo com o placebo na reducdo da frequéncia das crises
vaso-oclusivas (Charache et al., 1995). Com objetivo de examinar um grupo de
sequéncias no agrupamento de genes da B-globina que modulariam a expresséo do gene
y em pacientes com anemia falciforme, Lu e Steinberg (1996) estudaram 60 dos 299
participantes do estudo multicéntrico da hidroxiureia, sendo 34 com os niveis mais
elevados de Hb F (média de 12,2+2,4%), 19 com o0s niveis mais baixos (média de
0,7+0,2%) e sete com niveis de Hb F atipicos para os respectivos haplétipos p°. Foram
examinadas as seguintes regides: LCR (locus control region) a 5 do gene da ¢-globina
(sitios hipersensitivos 2 e 3), repeticdes (AT)x(T)y a 5° do gene da B-globina, delecdo
de quatro pb na posicéo -222 a -225, a 5" do gene “y', elementos promotores proximais
dos genes ®y e %y, estrutura 5" pré- ®y e IVS-I1 do gene “y. Destas regides estudadas,
todos os polimorfismos encontrados estavam sempre ligados a um haplotipo e nenhuma
mutacdo adicional estava presente. Isso sugeria que variagcbes nessas regides sao

mecanismos incomuns da modulacdo de Hb F em pacientes com anemia falciforme.

El-Hazmi et al. (1999) avaliaram um grupo de pacientes com anemia falciforme

para comparar caracteristicas dos individuos em regiées onde formas leves e graves da
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doenca sdo encontradas. O grupo foi formado por 126 individuos, sendo 14 egipcios,
nove sirios, 10 jordanianos e 93 sauditas. Os sauditas eram de trés areas diferentes da
Arébia Saudita, sendo 22 do oriente, 67 do sudoeste e quatro do noroeste. Com base nas
apresentacdes clinicas, os pacientes foram agrupados como tendo a doenca leve ou
grave. O hapldtipo Ben, em homozigose ou heterozigose com outro haplétipo, foi
encontrado nos pacientes com a doenga categorizada com grave. A maioria dos sirios e
jordanianos possuiam o haplétipo Ben e apresentavam a doenga grave. Todos o0s
pacientes sauditas do sudoeste e noroeste, onde a doenga é geralmente grave, tiveram o
haplotipo Ben, em homozigose ou heterozigose. Nos pacientes sauditas do oriente, onde
a forma leve da doenca prevalece, a maioria (91%) tinha o haplétipo Arabe-indiano, em
homozigose ou heterozigose. Concluindo, o haplétipo Ben foi o mais frequente em
todas as regibes com a forma grave da doenca e o haplétipo Arabe-indiano foi

predominante onde a doenca foi classificada como leve.

Em uma coorte envolvendo 299 pacientes com anemia falciforme de quatro
centros especializados de Paris, na Franca, a frequéncia de meningites encontrada foi
menor em pacientes homozigotos ou heterozigotos para o haplotipo Sen (p<0,04). De
forma similar, a frequéncia de osteomielite foi menor em pacientes homozigotos ou
heterozigotos para o haplétipo CAR (p<0,02). O nimero de pacientes portadores do
haplotipo Sen, em homozigose ou heterozigose, foi menor no grupo assintomatico do
que no grupo sintomatico (p<0,04). O VCM dos pacientes homozigotos para o haplétipo
CAR foi significantemente inferior quando comparado com os pacientes homozigotos
para os haplétipos Ben e Sen (p<0,0001), no entanto ndo houve associacdo entre 0s
haplétipos B° e os niveis de Hb total e Hb F. N&o houve correlagéo entre os haplétipos
B° e a ocorréncia de STA, AVC, crises 4lgicas e anemia aguda (crise aplastica, SEA ou
anemia aguda devido a outras causas, principalmente por infeccGes) (Neonato et al.,
2000).

Sarnaik e Ballas (2001) avaliaram a influéncia dos haplétipos ° em 41 pacientes
com anemia falciforme que se apresentaram ao hospital pediatrico de Michigan com
sintomas e sinais clinicos de AVC. A maioria dos pacientes (31%) era duplo
heterozigota para o Ben/CAR, seguido por Ben/Ben, Ben/Sen, e CAR/CAR. Todos os
pacientes com o genétipo CAR/CAR eram do sexo masculino e possuiam quatro genes

alfa. Trés pacientes eram heterozigotos para o haplétipo Cam. O haplétipo Cam e os
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haplotipos atipicos foram mais prevalentes nesta populacdo do que na populagdo com
anemia falciforme em geral. Criangas com quatro ou mais genes alfa, com os genotipos
Ben/CAR, atipicos ou CAR/CAR parecem estar em maior risco para o0 AVC do que

outros pacientes, de acordo com os resultados deste trabalho.

Para estudar o efeito epistatico dos haplétipos B> em manifestaces clinicas e
laboratoriais de 50 pacientes libaneses com anemia falciforme, Inati et al. (2003)
dividiram os pacientes da seguinte forma: grupo 1 consistiu de pacientes homozigotos
para o hapldtipo Ben; grupo 2 consistiu de pacientes com pelo menos um haplétipo
CAR; e o grupo 3 consistiu de pacientes portadores dos haplétipos Arabe-Indiano/n ou
Sen/n, onde n significa qualquer haplétipo exceto o CAR. O nivel de Hb total nos
grupos 1 e 2 foram significantemente menores do que aqueles do grupo 3. N&o houve
diferenga nos grupos analisados com relagdo aos niveis de Hb F, Hb A, e contagem de
leucdcitos. Ndo houve diferenca significativa nos grupos analisados com relacdo a

manifestacdes clinicas da doenca.

Em um estudo prospectivo envolvendo 153 criangas com anemia falciforme
acompanhadas em Guadalupe, ndo foi encontrado diferenca na ocorréncia de eventos
clinicos agudos (infeccbes, SEA, crise aplastica, crise algica, STA e AVC) nos grupos
portadores de diferentes hapl6tipos B°. Também no houve diferenca na frequéncia dos
haplétipos B> nos grupos classificados como sintomético ou assintomético. Entretanto, a
predominancia do haplétipo Ben (82,5%) provavelmente dificultou a deteccdo de

eventual associacao entre os haplétipos B° e os eventos agudos (Tarer et al., 2006).

Rahimi et al. (2006) estudaram 52 individuos com anemia falciforme de
diferentes provincias do sul do Ird com o objetivo de investigar a influéncia dos
haplétipos B° e da a-Tal em caracteristicas hematolégicas da anemia falciforme. Na
analise estratificada considerando-se apenas 0s pacientes com trés genes alfa ativos, a
presenca do hapldtipo Arabe-Indiano em homozigose resultou em um menor nivel de
Hb S (63,7%) e maior nivel de Hb total (10,8 g/dL) quando comparados com pacientes
heterozigotos para o haplotipo Arabe-Indiano (68,2%; 10,5 g¢g/dL) e pacientes
homozigotos para o haplotipo Ben (79,3%, 10 g/dL).

Taylor et al. (2008) analisaram uma coorte de 282 pacientes adultos com doenga
falciforme, com o objetivo de determinar o papel de mutagfes e polimorfismos dos

genes das cadeias globina no risco de desenvolver hipertensédo pulmonar. Associagdes
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significativas foram encontradas entre quatro marcadores genéticos presentes no locus
da B-globina e a ocorréncia de hipertensdo pulmonar. Entretanto os haplétipos $° ndo

parecem ter um forte efeito sobre a prevaléncia de hipertenséo pulmonar.

A Tabela 7 resume os achados dos principais trabalhos envolvendo os haplotipos

BS que foram abordados acima.

Os estudos relatados acima comprovam que ainda existem muitas controveérsias
quando se tenta estabelecer associacdo dos haplotipos com as manifestacdes clinicas e
hematoldgicas da anemia falciforme, confirmando a necessidade de estudos

complementares, bem como a elaboragdo de novas abordagens.

Adicionalmente, a maioria desses estudos tem sido realizada em regides onde o
alelo p° foi introduzido por fluxo migratério e depois de muitos anos de mistura
genética, o que geralmente leva a uma grande proporcao de heterozigotos compostos
para dois haplotipos diferentes. Essas e outras misturas genéticas complicam a
interpretacdo da associagdo dos haplétipos p° com o fenétipo.

Os relatos sobre os efeitos dos haplétipos B° nas caracteristicas clinicas e
hematoldgicas da anemia falciforme devem ser vistos com cuidado, pois muitas vezes
os estudos foram realizados com poucos pacientes, a idade dos pacientes difere entre 0s
estudos, os eventos clinicos podem ndo ter sido seguramente definidos e as distingdes
entre homozigotos e heterozigotos ndo sio sempre bem delineados (Steinberg, 2009). E
preciso enfatizar, também, que os individuos estdo sujeitos a grandes variacOes
ambientais, tais como alimentacdo, qualidade da assisténcia médica, padrdo

socioecondmico e susceptibilidade a infecgdes.
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Tabela 7 - Sinopse dos principais estudos envolvendo os haplétipos p° abordados na revisao de literatura

(Labie et al., 1985) 34 =

(Nagel et al., 1985)

Benin e Senegal

Benin e Senegal

Portadores do haplétipo Ben exibiram menor concentracdo de cadeias ~y e de Hb
F quando comparados com os portadores do haplétipo Sen.

Houve relacdo entre o hapl6tipo Sen e niveis mais elevados de Hb F, predominio
das cadeias ®y nas Hb F, menor propor¢io de hemécias densas e menor
percentagem de células falciformes irreversiveis quando comparados com
portadores do haplétipo Ben.

(Gilman e Huisman, 1985) Georgia, Estados 41 A presenca do polimorfismo C—T na posi¢do -158 a 5° do gene ®y associou-se
Unidos com niveis elevados de cadeias ©y.
(Schroeder et al., 1989) California, Estados 283 Niveis de Hb F (%), Hb F absoluta, cadeia ®y absoluta foram significativamente
Unidos maiores no grupo com gendtipo Sen/Ben seguido dos Ben/Ben e dos Ben/CAR.
(Powars et al., 1990) Los Angeles, 221 Individuos com pelo menos um cromossomo Sen tiveram incidéncia menor de
Geodrgia e Nova todos os eventos clinicos estudados. O haplotipo CAR foi associado com aumento
York, Estados do risco de vasculopatias obstrutivas nos tecidos moles, incluindo cérebro, rins,
Unidos pulmdes e Ulcera nas pernas.
(Nagel et al., 1991) Nova York, Estados 66 Presenca de pelo menos um cromossomo do tipo Sen foi associado a niveis mais
Unidos elevados de hemoglobina, Hb F absoluta, cadeias ®y e a niveis significativamente
menores de reticuldcitos, células densas, LDH e bilirrubina quando comparados
com individuos sem o haplétipo Sen.
(Ballas et al., 1991) Pensilvania, Estados 143 Correlacdo significativa, dose-dependente, entre a presenca do polimorfismo
Unidos C—T na posi¢do -158 a 5" do gene ®y e 0 aumento da razdo de cadeias %y/ .
(Montalembert et al., Franca 120 Os niveis de Hb F foram significativamente maiores nos pacientes Sen/Sen

1993)

guando comparados com os pacientes CAR/CAR e os Ben/Ben.
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(Chan e Powars, 1994)

(Martinez et al., 1996)

(Figueiredo et al., 1996)

(El-Hazmi et al., 1999)

(Neonato et al., 2000)

(Luporini et al., 2001)

(Adorno et al., 2008)

Califdrnia, Estados
Unidos

Cuba

Campinas e Sao
Paulo, Brasil

Aréabia

Paris, Franca

Séao Paulo, Brasil

Bahia, Brasil

91

85

126

299

41

125

Incidéncia ajustada pela idade de todos os tipos de crises falciformes foi de 50,4
por 100 pacientes/ano no grupo Sen/Ben, 53,2 no Ben/Ben e 47,8 no CAR/Ben.

Foi constatada uma diminui¢cdo do haplétipo CAR e um aumento dos haplétipos
Sen e Ben nos adultos, sugerindo diferengas na sobrevida dos pacientes com 0s
diferentes tipos de haplatipos.

Nivel médio de Hb F estatisticamente inferior nos individuos com o haplétipo
CAR gquando comparados com os Ben.

O haplétipo Ben foi o mais frequente em todas as regides com a forma grave da
doenca e o haplétipo Arabe-indiano foi predominante onde a doenca foi
classificada como leve.

Frequéncia de meningites foi menor em homozigotos ou heterozigotos para o
haplotipo Sen. Frequéncia de osteomielite menor em homozigotos ou
heterozigotos para o hapl6tipo CAR. Numero de portadores do haplétipo Sen, em
homozigose ou heterozigose, foi menor no grupo assintomatico do que no grupo
sintomatico. O VCM dos homozigotos para o haplétipo CAR foi
significantemente inferior quando comparado com os homozigotos Ben/Ben e
Sen/Sen.

Velocidade de crescimento estatisticamente menor em criangas com 0 genotipo
CAR/CAR quando com parados com as Ben/Ben.

Pelo menos um haplétipo CAR estava presente em todos os pacientes com
histdrico de AVC.
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3.72 A Talassemia Alfa

O agrupamento de genes da a-globina esta localizado no braco curto do
cromossomo 16. Nos seres humanos, os genes a sdo duplicados e, dessa forma, um
individuo normal possui quatro genes alfa ativos, dois em cada cromossomo 16 (oo/oor)
(Higgs et al., 1989). Os éxons dos genes al e a2 sdo homdlogos e codificam proteinas
idénticas. Apesar dessa homologia, o gene a2 apresenta uma expressdo de duas a trés
vezes maior que o gene al (Liebhaber et al., 1986). Os genes da a-globina sdo divididos
em trés éxons (I, 11 e 111) e dois introns (IVS-1 e IVS-2) (Higgs et al., 1989).

A o-Tal constitui um grupo de doencas hereditarias, de distribuicdo mundial,
causada pela deficiéncia da sintese de cadeias alfa da globina (Cangado, 2006).

As formas de a-Tal sdo resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou dos quatro
genes a. Seus portadores sdo caracterizados segundo o nimero de genes afetados:
portador silencioso, no qual um gene o €é afetado; trago o-talassémico, no qual dois
genes a sdo afetados; doenca da hemoglobina H, na qual trés genes o sdo afetados; e
sindrome da hidropsia fetal por hemoglobina Bart, onde todos os quatro genes o Sao
afetados (Naoum, 1997). A delecdo de um gene a por cromossomo € classificada como
o'-talassemia ou a-talassemia 2, e a delecdo de ambos os genes por cromossomo é

classificada como o’-talassemia ou a-talassemia 1.

A causa mais comum de o-Tal sdo dele¢cdes no cromossomo 16pl13.3,
envolvendo o agrupamento de genes a; uma porcentagem minima € causada por

mutacdes de ponto.

As sete delecdes mais comum que causam a a-Tal sdo: -o> e -o*? que atingem
apenas um gene da a-globina, ¢ as delegdes que atingem os dois genes da a-globina em

FIL 5 __THAI

cis, como os alelos --SEA, e . muito comuns no sudeste da Asia, e os alelos --

MED o _(a)?** que ocorrem com mais frequéncia no Mediterraneo (Tan et al., 2001).

Essas mutagdes provavelmente tiveram origem num crossing over desigual entre
os genes al e a2 (Higgs et al., 1989). A delecdo -o>’ é originada por um crossing-over

desigual entre regides homologas do cromossomo 16, deletando 3.7 kb de DNA, e
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deixando um gene o, simples ou, mais comumente, um gene oo hibrido em uma das
fitas do cromossomo meidtico que sofre o crossing-over e trés genes o na fita
complementar, que mais comumente tende a se perder nas divisdes celulares
subsequentes (Higgs et al., 1984). A delecéo -o>’ é heterogénea e possui trés subtipos
diferentes (I, 11 ou I11) dependendo da localizacdo exata do ponto de quebra (breakpoint)
da mutacdo no gene. O tipo | é prevalente nos africanos e americanos enquanto o tipo
Il é prevalente em asiaticos (Ballas, 2001). A figura 9 representa um crossing-over
desigual entre dois genes o, resultando em o’ -talassemia em um dos cromossomos e

outro cromossomo com trés genes o.

—1 VWYal o Cromossomo com um gene alfa

_| Yol l— o2 '— al —
Pareamento dos cromossomos homélogos
>< e crossing-over desigual

— | WYal o2 al —

o2 al Cromossomo com trés genes
— 1 Yol L o —1 “ alfa

Figura 9 - Crossing-over desigual entre os dois cromossomos 16 dando origem a o.'-

talassemia

A diminuicdo ou auséncia da sintese da cadeia alfa causa o acimulo de cadeias
beta cuja sintese ndo foi afetada. O “excesso” de cadeias beta livre se junta para formar
tetrameros de globinas B4, resultando na producdo de uma hemoglobina anormal
denominada hemoglobina H (Hb H). A concentragdo de Hb H é inversamente
proporcional a quantidade de sintese da cadeia alfa. Nos recém-nascidos, a diminuigdo

da sintese de cadeias alfa afeta sua relagdo com a globina gama normalmente
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sintetizada, formando assim tetrAmeros de 74, resultando na hemoglobina de Bart
(Naoum, 1997).

O portador silencioso (-a/ac) € o tipo mais comum entre as a-Tal. Resulta numa
forma da doenca praticamente assintomatica e com alteragdes laboratoriais minimas ou
ausentes, o que dificulta o seu diagnostico por técnicas laboratoriais convencionais. O
portador desse tipo de a-Tal apresenta 0 VCM discretamente reduzido (VCM < 80), a
morfologia eritrocitaria é quase sempre normal, com microcitose em algumas células
(Naoum, 1997; Cancado, 2006).

Os portadores do traco a-talassémico, correspondentes a perda de dois genes alfa
(-o/-a ou --/aa), tm anemia leve (Hb geralmente entre 11,0 e 13,0 g/dL), hemacias
hipocrémicas e microciticas (VCM entre 75 e 80 fl), anisopoiquilocitose discreta e
presenca de hemoglobina Bart (5% a 10%) ao nascimento. A hemoglobina H formada
na vida adulta é rapidamente destruida pela propria hemacia, o que dificulta a sua
deteccdo (Cancado, 2006). Os pacientes, apesar de serem normais sob o ponto de vista
clinico, podem queixar-se de fraqueza, cansaco, dores nas pernas e palidez (Naoum,
1997).

A doenca da hemoglobina H ¢é causada pela delecdo de trés genes a (--/-a)). Os
portadores dessa forma apresentam 25% a 50% de hemoglobina Bart ao nascimento e
5% a 30% de hemoglobina H na vida adulta. O quadro clinico e laboratorial se expressa
de uma forma mais grave, caracterizado por anemia (Hb entre 8,0 e 11,0 g/dl),
microcitose (VCM entre 55 e 65 fl), hipocromia e poiquilocitose, presenca de heméacias
policromatéfilas e de hemacias em alvo, ictericia, esplenomegalia e Hb H atingindo
concentracOes de até 30%. A Hb H apresenta alta afinidade pelo oxigénio (dez vezes
maior que a Hb A), tornando sua liberacdo para as células e tecidos muito lenta e dificil
(Naoum, 1997; Cancado, 2006).

A hidropsia fetal ¢ a forma mais grave de a-Tal, pois causa a morte fetal intra-
uterina ou logo ap6s 0 nascimento. As criangas recem-nascidas afetadas pela delecédo
dos quatro genes a (--/--) apresentam anemia muito grave, com Hb inferior a 7 g/dl,
hipocromia, microcitose, anisopoiquilocitose, concentragdo de hemoglobina Bart entre
80 e 100% e da Hb H entre 10 e 20%, além do aumento significativo da porcentagem de
eritroblastos (Naoum, 1997; Cancado, 2006).
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A Tabela 8 correlaciona os genotipos de a-Tal com 0 seu respectivo nimero de

genes o funcional e a proporc¢do da quantidade de producdo de cadeias alfa.

Tabela 8 — Genotipos de a-Tal: nomenclatura, nimeros de genes o e proporcdo de
producdo de cadeias alfa

NuUmero de genes Producéo da
Tipo de a-Talassemia alfa funcional Genotipo cadeia alfa
Normal (auséncia de o-Tal) 4 ao/ o 100%
Portador silencioso 3 -a/oo 75%
Traco alfa-talassémico 2 -o/-a 0U --/oot 50%
Doenca da hemoglobina H 1 a-/-- 25%
Hidropsia fetal 0 --/-- 0%

Fonte: Heidenreich, 2005

A o-Tal, dentre os defeitos genéticos das hemoglobinas, é a mais prevalente em
quase todos os continentes. A frequéncia de « *-talassemia é elevada em populagdes da
Asia e da Oceania (China, Tailandia, Indonésia entre outros paises) e da regido do
mediterraneo (principalmente Italia e Grécia) podendo chegar até a 80%. Em paises do
Oriente Médio (Arabia Saudita, Ird e Turquia) essa frequéncia pode atingir 60%. No
continente africano e em alguns paises da América (Canada, Estados Unidos, México,
Caribe, Jamaica, Venezuela, Argentina), a frequéncia de o'-talassemia pode chegar a
40%. Quanto & o’-talassemia, sua ocorréncia significativa limita-se as regides do
Mediterraneo e do sudeste Asiatico (Weatherall, 2004).

No Brasil, a prevaléncia de a-Tal se relaciona diretamente com as diferentes
etnias estrangeiras que formaram e compdem a populagédo de determinada regiéo. O tipo
de delecdo que levam & a-Tal é quase que exclusivamente a do tipo 3.7 (Cancado,
2006).

Estima-se que na populagdo brasileira, a prevaléncia do portador silencioso seja

de 10% a 20% e 1% a 3% do traco alfa-talassémico. Entretanto, se considerarmos 0s
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individuos afro-descendentes, essa frequéncia pode alcancar 20% a 25% (Cancado,
2006).

Em um estudo realizado com 47 doadores de sangue negro do estado de S&o
Paulo, estimou-se a prevaléncia de 21,3% de portadores silenciosos (ao/-a>) e 2,1% de

portadores do trago a-talassémico (Sonati et al., 1991).

A a-Tal é uma das hemoglobinopatias de diagndstico mais dificil. O diagndstico
molecular é a Unica forma de confirmar o gendtipo e diferenciar os tipos de delecédo que

a causam.

3.721 A Co-heranca de Talassemia Alfa na Anemia Falciforme

A possibilidade da interacdo de a-Tal interferir no curso clinico da anemia
falciforme vem sendo investigada exaustivamente devido & melhoria do quadro clinico
do portador da interagdo em comparacdo com a anemia falciforme isoladamente (el-
Hazmi, 1992; Thomas et al., 1997).

A o-Tal exerce trés principais impactos na anemia falciforme: 1) modifica os
parametros hematoldgicos e modifica a heterogeneidade da densidade das hemacias; 2)
afeta a sobrevida geral dos pacientes; e 3) afeta diferencialmente a frequéncia individual

de complicacdes clinicas (Nagel, 1991).

De acordo com a literatura disponivel os indices hematolégicos de pacientes
com anemia falciforme sdo modificados pela coexisténcia de a-Tal. Apesar de algumas
divergéncias, a maioria dos estudos mostram um aumento do nimero de hemacias, dos
niveis de Hb total e hematdcrito, e a diminui¢do dos niveis de VCM, HCM, CHCM,
reticuldcitos, contagem de leucdécitos e da taxa de hemodlise. A coexisténcia de a-Tal
parece ndo interferir nos niveis de Hb F e plaquetas, e o real efeito sobre os niveis de
bilirrubina e de Hb A, permanece controverso. A Tabela 9 resume os efeitos de a-Tal

em indices hematoldgicos da anemia falciforme.
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A deformabilidade de hemaécias falciformes de individuos que possuem a
coexisténcia de a-Tal € maior do que a dos pacientes sem a a-Tal (Serjeant et al., 1983;
Ballas et al., 1988). Além disso, individuos com a coexisténcia ttm menor nimero de
células densas e de células falcémicas irreversiveis. Esses achados sugerem que as
hemacias em individuos com a-Tal sdo menos desidratadas, uma vez que tanto as
celulas densas e as células falcémicas irreversiveis sdo populacbes de células
conhecidas por serem altamente desidratadas (Embury et al., 1984; Fabry et al., 1984;
Noguchi et al., 1985). As hemacias falcémicas densas sdo0 mais suscetiveis a danos
mecanicos, provavelmente devido a diminuicdo da estabilidade da membrana
(Messmann et al., 1990). Como os individuos com a coexisténcia de a-Tal possuem
namero reduzido de células densas, é provavel que suas hemacias possuam menor
fragilidade mecanicamente. Isto, provavelmente, pode ser um fator que contribui para a
diminuicdo da taxa hemolitica observada nestes individuos (de Ceulaer et al., 1983;
Felice et al., 1987; Chaar et al., 2006; Bernaudin et al., 2008).
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Tabela 9 — Efeito da a-Tal em alguns indices hematoldgicos da anemia falciforme*

indices Hematolégicos  Efeito de a-Tal

Referéncias

Numero de Hemacias Aumenta

Hb total Aumenta
VCM Reduz

HCM Reduz
Hematécrito Aumenta
CHCM Reduz

Hb F Provavelmente

semrelacéo

Hb A2 Controwerso
Plagueteometria Sem influéncia
Reticulécitos Reduz

Células falcémicas Reduz
irreversiweis

Niweis séricos de Controwerso
bilirrubina

Leucéciotos Reduz

Células densas Reduz

Taxa de hemolise Reduz

(Higgs etal.,, 1982; Stevens et al,, 1986; Felice et al., 1987; Mukherjee et al,, 1997; Mukherjee et al., 1998; el-Hazmie Warsy 1999; Mouele et al., 1999; Mouele et al., 2000;
Quadrietal.,, 2000)

(Emburyetal, 1982;Higgs et al., 1982; Noguchietal, 1985; Felice et al., 1987; Schroederetal,, 1989; Steinberg et al,, 1995; Braden et al., 1996; Figueiredo et al., 1996;
Serjeantetal, 1996; Mukherjee et al,, 1997; Mukherjee et al., 1998; Mouele et al., 1999; Mouele et al.,2000; Hsu et al.,2003; Chaar et al.,,2006; Tarer et al., 2006;
Adorno etal,2008;Bernaudin et al., 2008)

(Higgs etal,, 1982; Stevens etal., 1986; Felice et al.,, 1987; Costa et al, 1989; Schroeder et al.,, 1989; Adekile e Haider 1996; Figueiredo et al.,, 1996; Mukherjee et al., 1997;
Mukherjee et al., 1998; el-Hazmie Warsy 1999; Guasch et al., 1999; Mouele et al,, 1999; Mouele et al,, 2000; Neonato et al., 2000; Quadriet al,, 2000; Waliet al.,2002;
Hsuetal,2003;Adorno etal.,,2004; Tareretal,,2006; Adorno et al.,,2008; Bernaudin et al., 2008)

(Higgs et al.,, 1982; Adekile e Haider 1996; Mukherjee et al,, 1997; Mukherjee et al,, 1998; el-Hazmie Warsy 1999; Mouele et al., 2000; Quadriet al., 2000; Waliet al., 2002;
Adorno etal,2004; Rahimietal,2006; Adorno et al.,,2008)

(Emburyetal, 1982;Serjeantetal, 1983;Schroederet al.,, 1989; P lattet al,, 1991, Braden et al., 1996; Mukherjee et al., 1998; Mouele et al,, 1999; Mouele et al.,2000;
Adorno etal,2004; Adorno etal,2008;Bernaudin et al., 2008)

(Higgs et al.,, 1982; Milneretal., 1986; Guasch et al.,, 1999)

Reduz: (Higgs etal, 1982; Gupta et al.,, 1991,Chang et al., 1995) Sem relagédo: (Aluochetal, 1986;Stevens et al., 1986; Felice et al,, 1987; Ojwang et al.,, 1987;
Schroederetal,, 1989; Adekile e Huisman 1993; Green et al., 1993; Steinberg et al., 1995; Braden
etal, 1996;Chang et al, 1997; Mukherjee et al., 1997; Mukherjee et al., 1998;el-Hazmie Warsy
1999; Mouele et al,2000; Neonato etal,2000; Quadrietal, 2000; Rahimietal,2006; Adorno et
al.,2008)

Aumenta: (Higgs etal, 1982; Stevens et al., 1986; Schroederet Sem relacédo: (Falusietal,1987;Ojwang et al., 1987;el-Hazmie Warsy 1999; Rahimietal,,
al.,, 1989; Mukherjee et al., 1998; Mouele et al., 1999; Mouele et al,, 2006)
2000)

(Stevens et al,, 1986; Guasch etal, 1999; Mouele et al., 1999)

(Emburyetal, 1982;Higgs etal, 1982; Stevens etal., 1986; Steinberg et al., 1995; Tarer et al,, 2006; Bernaudin et al., 2008)

(Higgs etal.,, 1982; Emburyetal, 1984)

Aumenta: (Higgs etal.,, 1982; Chaaretal, 2006; Vasavda et al,, Sem relagao: (Adekile etal,2005; Martins et al., 2008)
2007)

(Mouele etal., 1999; Mouele et al., 2000; Bernaudin et al., 2008)
(Fabryetal, 1984;Billett et al., 1986)

(de Ceulaeretal, 1983; Felice et al,, 1987; Chaaretal,, 2006; Bernaudin et al.,, 2008)

* Os efeitos foram os descritos pelos artigos; possiveis erros metodologicos dos trabalhos ndo foram levados em consideragdo.
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Os Efeitos benéficos da a-Tal em propriedades reoldgicas das hemacias de
individuos com anemia falciforme, mostradas na Tabela 10, sdo compensadas pelo
aumento da viscosidade sanguinea devido aos niveis mais elevados de hematdcrito
conferido pela presenca da a-Tal (Embury et al., 1982; Serjeant et al., 1983; Schroeder
et al., 1989; Platt et al., 1991; Braden et al., 1996; Mukherjee et al., 1998; Mouele et al.,
1999; Mouele et al., 2000; Adorno et al., 2004; Bernaudin et al., 2008). Entretanto, a
adesdo de hemécias falciformes ao endotélio in vivo, poderia, teoricamente, ser afetada
pela presenca de a-Tal, reduzindo a capacidade adeséo destas ao endotélio (Joneckis et
al., 1993; Swerlick et al., 1993). O maior nivel de hematocrito e aumento da viscosidade
sanguinea, por outro lado, poderia aumentar a adesdo célula-célula na vasculatura.
Dessa forma, os efeitos da a-Tal na fisiopatologia da anemia falciforme ainda ndo sdo

inteiramente entendidos e poderiam ser danosos em algumas situacdes (Ballas, 2001).

Tabela 10 - Efeitos da a-Tal em propriedades
reoldgicas das hemacias

Maior deformabilidade da hemécias

Menor desidratagéo celular

Menor n° de células falciformes irreversiveis
Menor n° de células densas

Menor fragilidade mecéanica celular
Aumento da viscosidade do sangue

Menor adesdo as células endoteliais
Fonte: Ballas, 2001

Devido a variabilidade amostral e inadequacdo metodoldgica em varios estudos,
ha controvérsias, contudo, sobre os efeitos da a-Tal nas complicaces clinicas da
anemia falciforme. Alguns estudos foram capazes de identificar diferencas nas
manifestacdes clinicas entre grupos de individuos com anemia falciforme, com e sem a
co-heranga da a-Tal. A maioria dos estudos aponta para diminui¢do de eventos como
AVC e ulceragdes nas pernas, funcdo esplénica preservada e provavelmente aumento na
sobrevida. Por outro lado, haveria susceptibilidade maior a manifestagdes clinicas como
crises de dor, osteonecrose e esplenomegalia. A Tabela 11 resume os efeitos da a-Tal
nos eventos clinicos agudos da anemia falciforme de acordo com estudos disponiveis na

literatura.
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A Tabela 12 resume os efeitos de a-Tal nos em outros eventos da anemia

falciforme de acordo com estudos disponiveis na literatura.

Aparentemente, os efeitos da o-Tal sobre os eventos clinicos e dados
hematol6gicos da anemia falciforme podem variar de acordo com a populacdo de

pacientes estudados.

Kato (2007) propds subfenotipos para pacientes com anemia falciforme, onde a
co-heranca da a-Tal influenciaria na ocorréncia das complicacdes (Figura 10). No lado
direito da figura sdo mostradas informac6es relativas ao primeiro subfendtipo, que €
caracterizado pela auséncia da co-heranga de a-Tal, hemdlise intensa e
consequentemente menor biodisponibilidade de NO, nivel alto de bilirrubina e
contagem alta de reticuldcitos. Individuos que se enquadram neste subfenotipo seriam
mais propensos a apresentarem complicacBes clinicas como hipertensdo pulmonar,
Ulcera de perna, priapismo e AVC. Do outro lado da figura s&o mostradas informages
relativas ao outro subfendtipo, que é caracterizado pela presenca de a-Tal, baixo indice
hemolitico e aumento da viscosidade do sangue, e consequentemente maior nivel de Hb,
maior biodisponibilidade de NO e maior susceptibilidade a complicacdes como

osteonecrose, STA e crises de dor.
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Tabela 11 — Efeito da a-Tal nos eventos clinicos agudos da anemia falciforme

Manifestagdes Clinicas Efeito da a-Tal/Referéncias
Episadios de dor Maior susceptibilidade*: (Fabry et al., 1984; Bailey et Sem relacéo: (Steinberg et al., 1984; Platt et Protetort: (Mukherjee et al.,
al., 1991; Billett et al., 1995; Gill et al., 1995; Thomaset al., 1991; Tarer et al., 2006; Adorno et al., 1997)

al., 1997; Mukherjee et al., 1998; Neonato et al., 2000; 2008)
Luporini et al., 2001)
AVC Protetor: (Powars, 1991; Adams et al., 1994; Gill et al., Sem relacéo: (Miller et al., 1988; Balkaran et al., 1992; Figueiredo et al., 1996;
1995; Ohene-Frempong et al., 1998; Neonato et al.,, Tarer et al., 2006; Adorno et al., 2008)
2000; Sarnaik e Ballas 2001)

Doppler alterado Protetor: (Hsu et al., 2003; Bernaudin et al., 2008)
Sindrome Torécica Aguda Protetor: (Higgs et al., 1982; Gill et al., 1995) Sem relagdo: (Castro et al., 1994; Thomas et al., 1997; Mukherjee et al., 1998;
Neonato et al., 2000; Tarer et al., 2006)

Sequestro Esplénico Agudo Maior susceptibilidade: (De Ceulaer e Serjeant 1991; Sem relacéo: (Gill et al., 1995; Thomas et al., 1997; Tarer et al., 2006; Adorno et
Adorno et al., 2004) al., 2008)

Anemia aplastica ou episédios  Protetor: (Gill et al., 1995) Sem relacéo: (Neonato et al., 2000)

hiperhemoliticos

Priapismo Protetor: (Nolan et al., 2005)

Dactalite Maior susceptibilidade: (Thomas et al., 1997)

Bacteremia Protetor: (Adekile e Haider 1996) Sem relacéo: (Gill et al., 1995)

Infecgbes Sem Relagdo: (Mukherjee et al., 1998; Neonato et al., 2000; Tarer et al., 2006)

Os efeitos foram os descritos pelos artigos; possiveis erros metodoldgicos dos trabalhos ndo foram levados em consideracdo. A heterogeneidade entre as populacfes de
pacientes com anemia falciforme, a idade dos pacientes estudados e o nimero de pacientes em cada estudo pode tornar controversa a interpretagao dos resultados.

* Maior susceptibilidade significa aumento na incidéncia ou prevaléncia do evento no fendtipo quando a-Tal esta presente.

+ Protetor significa diminuigéo na incidéncia ou prevaléncia do evento no fen6tipo quando o-Tal esta presente.
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Tabela 12 — Efeito da a-Tal em outros eventos clinicos da anemia falciforme

Manifestacdes Clinicas Efeito da a-Tal/Referéncias

Sobrevida Protetor*: (Higgs et al., 1982; Mears et al., 1983; Fabry et al., 1984; Powars et al., Sem relacgao: (Platt et al., 1994; Keclard et al., 1996;
1990; el-Hazmi et al., 1992; Martinez et al., 1996; Thomas et al., 1997; Miller et Keclard et al., 1997; Mouele et al., 1999; Arends et al.,
al., 2000) 2000; Mouele et al., 2000)

Osteonecrose Maior susceptibilidade**: (Steinberg et al., 1984; Ballas et al., 1989; Powars et Sem relacao: (Figueiredo et al., 1996; Adekile et al.,

al., 1990; Milner et al.,, 1991; Powars, 1991; Milner et al., 1993; Thomas et al., 2001)
1997; Kutlar et al., 2001)

Retinopatia proliferativa Protetor***: (Condon et al., 1983) Sem relagdo: (Fox et al., 1990; Fox et al., 1993)

Alteracdes nos vasos da retina e da conjuntiva Sem relacdo: (Roy et al., 1985; Lima et al., 2006)

Colelitiase Protetor: (Adekile e Haider 1996; Haider et al., 1998; Vasavda et al., 2007) Sem relacao: (Figueiredo et al., 1996;Chaar et al., 2006;
Martins et al., 2008)

Ulcerag8es nas pernas Protetor: (Higgs et al., 1982;Embury et al., 1988;Koshy et al., 1989;Powars, 1991) Sem relacéo: (Steinberg et al., 1984; Figueiredo et al.,
1996; Thomas et al., 1997; Adorno et al., 2008)

Funcéo esplénica Protetor: (Adekile et al., 1996; Wali et al., 2002)

Esplenomegalia Maior susceptibilidade: (Higgs et al., 1982; Serjeant et al., 1996; Mukherjee et Sem relacdo: (Adekile et al., 1993; Adekile e Haider

al., 1997; Mukherjee et al., 1998; Mouele et al., 1999) 1996)

Coracao Protetor: (Braden et al., 1996)

Menarca Sem relagdo: (Serjeant et al., 2001)

Crescimento e desenwlvimento Sem relacéo: (Singhal et al., 1996; Luporini et al., 2001)

Hepatomeagalia Sem relagdo: (Adekile e Haider 1996)

Hipertensao pulmonar Sem relacgdo: (Taylor et al., 2008)

Albumindria (alomerulopatia) Protetor: (Guasch et al., 1999)

Glumerulosclerose Protetor: (Powars, 1991)

Transfusodes Protetor: (Gill et al., 1995;Mukherjee et al., 1998) Sem relacdo: (Adorno et al., 2008)

Hospitalizacdes Protetor: (Mukherjee et al., 1998) Sem relagdo: (Adorno et al., 2008)

Os efeitos foram os descritos pelos artigos; possiveis erros metodoldgicos dos trabalhos ndo foram levados em consideracdo. A heterogeneidade entre as populacbes de
pacientes com anemia falciforme, a idade dos pacientes estudados e o nimero de pacientes em cada estudo pode tornar controversa a interpretagao dos resultados.

* Efeito protetor com relacdo a sobrevida significa maior prevaléncia de a-Tal em individuos adultos quando comparados com criangas, ou evolugdo menos grave dos
pacientes com co-heranga de a-Tal em relacdo aos que ndo a possuem.

** Maior susceptibilidade significa aumento na incidéncia ou prevaléncia do evento no fenétipo quando a-Tal esté presente.

*** Protetor significa diminui¢do na incidéncia ou prevaléncia do evento no fendtipo quando a-Tal esta presente.
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Espectro das Complicagoes da Célula Falciforme

Hemodlise- [ GEG R

Disfuncao Endotelial Vaso-oclusao

Alto Baixo

indice Hemolitico Indice Hemolitico

Hemoglobina e arginase plasmaticas altas

Alta contagem reticulocitaria i

A‘It.o nlyel de DHL = Maior nivel de hemoglobina

Bilirubina alta B Arginina plasmatica mais alta
Maior biodisponibilidade de 6xido nitrico

Hipertensdo Pulmonar

Ulcera de perna

Priapismo 2% Osteonecrose

AVC? = Sindrome toracica aguda

Crises dolorosas vaso-occlusivas

trago o - hlam@

Figura 10 - Subfendtipos da anemia falciforme

Fonte: Kato, 2007

3.722 A Talassemia Alfa associada a Anemia Falciforme no Brasil

No Brasil, poucos estudos estimaram a prevaléncia de a-Tal em individuos com
anemia falciforme e menos estudos ainda avaliaram os efeitos advindos da interacdo da
mesma sobre dados clinicos e hematoldgicos. A seguir sdo relatados os estudos

disponiveis na literatura que tratam deste assunto.

Costa et al. (1989) avaliaram 41 pacientes com anemia falciforme para estimar a
coexisténcia da a-Tal e avaliar o efeito dessa interacdo em alguns dados hematolégicos.

O genodtipo -o/ao foi encontrado em nove dos 41 pacientes (22%), indicando a
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frequéncia génica de 0,126 O VCM dos pacientes com a interacdo foi
significativamente menor do que nos pacientes sem a-Tal. Ndo houve diferenga nos
valores de Hb total, Hb F e Hb A,.

Figueiredo et al. (1996) estudaram os efeitos da a-Tal nas caracteristicas clinicas
e hematoldgicas de 85 pacientes com anemia falciforme provenientes do Hospital
Universitario da UNICAMP e do Hospital Universitario da Escola Paulista de
Medicina. O genétipo -a/aa estava presente em 17,6% e o genotipo -o/-a em 1,2%,
totalizando 18,8% de pacientes com a co-heranca de a-Tal. Os individuos com a
interacdo apresentaram niveis menores de VCM e maiores de Hb total (p<0,05). Nao
houve diferenca significativa relacionando os genoétipos de a-Tal com 0s eventos

clinicos analisados (AVC, célculos biliares, necrose asséptica e Ulcera nas pernas).

Luporini et al. (2001) analisaram 41 criangas com anemia falciforme pareadas
por sexo e idade com criangas saudaveis para estudar o grau de comprometimento do
crescimento e desenvolvimento. Dez (24,4%) dos pacientes estudados possuiam apenas
trés genes alfa ativos (-o/aa). A maioria dos pacientes com crises algicas que
necessitaram de hospitalizagéo tinha a coexisténcia de a-Tal (com a-Tal 40%; sem o-
Tal 9,7%; p<0,05). Ndo houve diferenca nos niveis de Hb total nos grupos com e sem a-
Tal. Houve reducédo plasmaética significativa das concentracdes de IGF-1 e IGFBP-3 em
pacientes com a-Tal, quando comparados com os sem o-Tal. Esses achados ndo foram
correlacionados com nenhuma variavel de crescimento (peso, idade dssea e velocidade
de crescimento), a ndo ser a reducdo do escore z peso em relacdo a altura, significando

que esse grupo era desnutrido.

Adorno et al. (2004) analisaram 80 pacientes com anemia falciforme no estado
da Bahia (HEMOBA) e encontraram relacao significativa entre presenca de a-Tal e 0s
niveis de hematdcrito (p=0,044), VCM (p=0,0007), HCM (p=0,012) e SEA (p=0,032).
Os autores ndo citam a frequéncia da coexisténcia de a-Tal nos individuos com anemia

falciforme.

Lyra et al. (2005) analisaram 31 pacientes de S&o Paulo e 40 de Salvador, com
objetivo de estudar aspectos hematologicos, clinicos e moleculares de criangas com
anemia falciforme dessas duas cidades brasileiras. A prevaléncia de a-Tal (-o/aa) foi de

22,5% em S&o Paulo e de 28,2% em Salvador. Nao houve diferenca significativa nos
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grupos com ou sem a coexisténcia de a-Tal com relacdo a hospitalizacdo devido a crises

vaso-oclusivas, hospitalizaces devido a infecgdes, AVC ou litiase biliar.

Lima et al. (2006) estudaram 102 pacientes com doenca falciforme
acompanhados no Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de
Campinas, com objetivo de esclarecer se caracteristicas clinicas, hematologicas e
genéticas da doencga falciforme influenciariam na ocorréncia de alteragcbes nos vasos
sanguineos da retina e conjuntiva. Dos 102 pacientes estudados, quatro ndo foram
genotipados, 23 (23,7%) apresentavam a coexisténcia de a-Tal e 74 (76,3%) néo
possuiam delecdes nos genes alfa. Ndo houve diferenca na frequéncia de alteragfes nos
vasos da conjuntiva e da retina nos pacientes com ou sem a-Tal, sugerindo que esta néo

interfere na ocorréncia dessas complicagdes.

Em um estudo realizado com 74 criancas com doenca falciforme triadas pelo
programa de triagem neonatal do estado de Pernambuco e acompanhados no hospital do
HEMOPE, o genétipo -a/ao estava presente em 14 (18,9%) pacientes e o0 gendtipo -o/-o
em cinco (6,7%) (Bezerra et al., 2007).

Em um estudo realizado na Bahia, para identificar os principais fatores
moleculares e clinicos associados a anemia falciforme no estado, Adorno et al. (2008)
avaliaram 125 pacientes. Dois pacientes (1,8%) possuiam o gendtipo -o/-o. ¢ 30 (27,3%)
possuiam 0 genotipo -o/aa. Os pacientes com a coexisténcia de a-Tal apresentaram
menores niveis de VCM e HCM e maiores niveis de Hb total e hematocrito quando
comparados com os sem a-Tal. Ndo houve diferenga nos niveis de Hb F entre esses

grupos.

A delegdo causadora de a-Tal em todos os estudos realizados no Brasil foi a do
tipo -o*’. A delecdo génica do tipo 3.7 kb tem prevaléncia elevada na populagdo
africana, sendo importante lembrar que este ¢ praticamente o nico tipo de a-Tal nessa

populacdo (Steinberg e Embury, 1986).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Verificar a relacdo entre dos haplotipos do agrupamento de genes da p>-globina
ou dos genotipos de a-Tal com caracteristicas clinicas e hematolégicos em uma
populagdo de criangcas com doencga falciforme triadas pelo Programa Estadual de
Triagem Neonatal de MG (PETN-MG) e acompanhadas no Hemocentro de Belo
Horizonte (HBH) da Fundacdo HEMOMINAS.

4.2 Objetivos especificos

e Genotipar o alelo da p>-globina na casuistica analisada;
e Genotipar e determinar a frequéncia dos haplotipos do agrupamento de genes

da p°-globina e dos genétipos de a-Tal (delecdes -o*'; -a*?; --F4; b

MED. _()?® ¢ --THA na casuistica analisada;

e \Verificar se h4 associacdo dos hapl6tipos do agrupamento de genes da B°-
globina ou dos genétipos de o-Tal com o0s seguintes parametros
hematoldgicos: concentracdo de hemoglobina total; niveis de Hb F;
leucometria; plaquetometria; contagem reticulocitaria no sangue periférico;
volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média;

e Verificar se ha associacdo entre a ocorréncia de sequestro esplénico agudo
(SEA) com os haplétipos do agrupamento de genes da p°-globina ou 0s

genotipos de a-Tal;

e Verificar se ha associacdo entre a ocorréncia de doenca cerebrovascular
(DCV) com os hapl6tipos do agrupamento de genes da Bs-globina ou 0s

genotipos de a-Tal;
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e Verificar se ha associacdo entre a ocorréncia de sindrome toracica aguda
(STA) com os haplétipos do agrupamento de genes da B>-globina ou os

genotipos de a-Tal;

e Verificar se ha associagdo entre a utilizagdo de transfusbes sanguineas com
os haplétipos do agrupamento de genes da B°-globina ou 0s genétipos de a-
Tal;

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho e local de realizacéo do estudo

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva, fechada, realizado com
criancas com doenca falciforme, diagnosticadas pelo Programa de Triagem Neonatal de
Minas Gerais (PETN), nascidas entre 1999 e 2006 e acompanhadas no ambulatério do
Hemocentro de Belo Horizonte da Fundacdo HEMOMINAS (HBH).

5.2 Caracterizacgdo da populacéo estudada e metodologia de selecéo

A amostragem das criangas sujeitos da pesquisa foi retirada do periodo
compreendido entre 01 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2006, quando 864
criancas com doenga falciforme foram triadas pelo PETN-MG e encaminhadas para

tratamento inicial no ambulatorio do HBH. Inicialmente, foram excluidas 46 criancas
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que ja haviam falecido quando o presente estudo se iniciou (marco de 2008). Vinte e
duas criangas que haviam sido transferidas para tratamento em outro hemocentro de
MG, duas criangas que abandonaram o acompanhamento e quatro criangas que
obtiveram alta do acompanhamento clinico também foram excluidas. Os motivos das
exclusdes foram a indisponibilidade para coleta da amostra bioldgica e a falta de
informagdes relativas ao acompanhamento clinico-laboratorial. Das 790 criangas
restantes, os critérios de exclusdo basearam-se em resultados de exames laboratoriais.
Desta forma, foram excluidas 33 criangas que tinham a fracdo de Hb A na corrida
eletroforética, revelando tratar-se de SP*-tal. Do remanescente de 757 criangas, 400
possuiam o perfil hemoglobinico neonatal compativel com anemia falciforme (FS, SF e
SS), podendo representar criancas com homozigose (Hb SS) ou com SB°-tal, e 357 com
perfil hemoglobinico FSC. Também foram excluidas as 357 criancas com perfil
hemoglobinico FSC, tornando a populacdo mais homogénea para as analises das

correlages clinicas e para discussdo dos resultados com a literatura disponivel.

Foi realizada uma aleatorizacdo estratificada (programa estatistico SPSS) por
ano de nascimento com as 400 criancas restantes e incluidas 35 criangas/ano,
totalizando 280 criancas. Um célculo amostral formal ndo foi feito porque os dados
sobre a associagdo entre os haplotipos B° e gendtipos de a-Tal com variaveis clinicas e
hematoldgicas em individuos com anemia falciforme sdo controversos em relatos
anteriores. Estabeleceu-se 70% do total da populagdo como uma amostra de
conveniéncia compativel com o orgcamento e os prazos do projeto. A figura 11

representa, graficamente, o procedimento de selecdo adotado.
Dessa forma, os critérios de inclusao utilizados nessa pesquisa foram:

e criancas triadas pelo PETN-MG, com perfil hemoglobinico compativel com
doenca falciforme (padrdo neonatal FS, SF ou SS determinado por HPLC e
eletroforese com focalizacdo isoelétrica) e acompanhadas no HBH, nascidas
entre 01 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2006;

e criancgas incluidas pela aleatorizacdo estratificada, realizada ap6s as eliminacdes

referentes aos critérios de exclusdo utilizados.

Os critérios de exclusdo utilizados nessa pesquisa foram:
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e criangas com perfil hemoglobinico compativel com outros subtipos de doenca
falciforme, ou seja, FSC e FSA (SB*-talassemia);

e criancas que foram a obito por qualquer razdo, antes do inicio do estudo;

e criangas encaminhadas ao HBH, que compareceram a primeira consulta e ndo
deram seguimento ao acompanhamento clinico por qualquer razao;

e criangcas que obtiveram alta do programa de acompanhamento clinico por
qualquer razéo;

e criancas transferidas para acompanhamento em outro hemocentro;

e criancas excluidas pela aleatorizacdo estratificada, realizada apds as eliminagdes

referentes aos critérios de exclusdo citados acima.

Figura 11 - Fluxograma da selecdo amostral na populacgdo estudada
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As informacdes utilizadas na selecdo da populacéo de estudo foram retiradas do
banco de dados do PETN-MG.

Foram utilizadas informacBes referentes ao acompanhamento clinico da
populacdo de estudo no periodo compreendido entre 01 de janeiro de 1999 (inicio do
acompanhamento da coorte) e 30 de junho de 2009 (término do acompanhamento da
coorte), de modo que todas as criangas foram acompanhadas, por no minimo, dois anos
e meio. Todas essas informac@es foram retiradas dos prontuérios médicos arquivados no
ambulatério do HBH e langadas no programa Access da Microsoft, em arquivo
especifico elaborado com a finalidade deste e de outros estudos em execucdo no HBH

(anexo 1).

As amostras de sangue para utilizacdo no estudo foram derivadas de coleta para
exames de rotina do acompanhamento clinico das criancas selecionadas, nao sendo
necessaria a retirada de amostras de sangue exclusivamente para a pesquisa. Dessa
forma, o volume de sangue coletado foi variavel, dependendo da quantidade utilizada
para realizacdo dos exames de rotina. Aproximadamente 1-3 ml de sangue foram
obtidos de cada paciente através de puncdo venosa e preservados em tubo contendo
EDTA.

5.3 Extracédo e quantificacdo do DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico das amostras de sangue foi realizada com o uso
do kit comercial (QlIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN) de acordo com instrucdes

do fabricante.

Inicialmente, foi obtida a camada leucocitaria por centrifugacdo do sangue total
e depositada em microtubo de 1,5 ml.

O DNA foi obtido adicionando-se em um microtubo de 1,5 ml 20 ul de protease,

200 ul da camada leucocitaria a temperatura ambiente e 200 pl do tampdo AL
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homogeneizado previamente. O microtubo foi agitado em vortex (QL-901 Vortex,
Vertex) por 15 segundos. O tubo foi incubado a 56°C durante 30 minutos em dry bath
(DB-Heat & Cool, Loccus Biotecnologia) e centrifugado brevemente em
microcentrifuga (Micromax RF, IEC) para remover as gotas na tampa. Adicionaram-se
200 pl de etanol (96-100%) e o microtubo foi agitado durante 15 segundos e
centrifugado brevemente para remover as gotas na tampa. O conteudo foi transferido
para a coluna de centrifugacdo e essa colocada em um tubo coletor de 2 ml.
Centrifugou-se a 11.269 x g por 5 minutos e, em seguida, o tubo coletor foi descartado.
A coluna de centrifugacdo foi colocada em um novo tubo coletor de 2 ml e
adicionaram-se 500 ul do tampdo AWL1 a coluna. Centrifugou-se a 11.269 x g por 5
minutos e, em seguida, o tubo coletor foi descartado. A coluna de centrifugacdo foi
colocada em um novo tubo coletor de 2 ml e adicionaram-se 500 ul do tampdo AW2 a
coluna. Centrifugou-se a 15.339 x g por 3 minutos e, em seguida, o tubo coletor foi
descartado. A coluna de centrifugacdo foi colocada em um microtubo de 1,5 ml e
adicionaram-se 200 ul de Tampdo AE. Incubou-se a temperatura ambiente (15-25°C)

por 5 minutos e centrifugou-se a 7826 x g por 1 minuto.

Para leitura da concentracdo e do grau de pureza do DNA, a amostra foi
submetida a temperatura de 56°C durante cinco minutos em dry bath e homogeneizado
posteriormente para garantir que 0 DNA estivesse sollvel. Quatro ul da amostra de
DNA foram transferidos para uma cubeta de quartzo contendo 76 ul de agua
deionizada. A cubeta foi colocada no espectrofotdmetro (GeneQuant pro, Pharmacia
Biotech), calibrado anteriormente com agua deionizada, e a leitura realizada. A
concentracdo do DNA em ng/ul e a relacdo do grau de pureza (absorvancia em 260 nm

dividido pela absorvancia em 280 nm) foram documentados para posterior dilui¢ao.

O DNA foi estocado a -20°C até o momento do uso.

5.4 Genotipagem do alelo p°
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A determinacdo da presenca do alelo B° foi realizada por meio de PCR-RFLP
(polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo - ““restriction fragments length
polymorphisms™).

A amplificagdo do fragmento do gene da B-globina foi feita utilizando 100 ng de
DNA genémico como molde numa reacdo com volume final de 20 ul contendo 200 uM
Tris-HCI (pH 8,4), 500 uM KCI, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTPs, 0,1% de
Trinton X-100, 2 pmol de cada oligonucleotideo  sintético  (direto:
TGATGGTATGGGGCCAAGA; reverso: GGGTGGGAAAATAGACCAATA) e 0,8
U de Platinum®Taqg DNA Polymerase (Invitrogen, USA). A reacdo de amplificacao foi
feita em termociclador (PTC-100 MJ Research ou Thermal Cycler - Biocycler) com
uma fase inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos a 95°C por 30 segundos,
52°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, mais uma fase de extensdo final de 5

minutos a 72°C.

Na analise do polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo (RFLP), o
produto da amplificacdo da PCR (488 pares de base - pb) foi digerido com uma enzima
de restricdo (Ddel, New England BioLabs Inc.) a temperatura de 37°C durante 3 horas,
numa reacao de volume final de 20 pL (10 ul do produto da amplificacéo, 1,8 ul de 1 X
NEBuffer 3 e 0,2 ul da enzima Ddel-2U e 8 ul de 4gua deionizada e autoclavada).

Para visualizagdo dos produtos da restricdo, 20 ul do produto adicionado de 1 pl
do tampao de corrida xileno cianol 5X (Tris 50mm pH 7,6; EDTA 5M; SDS 5%; xileno
cianol 0,1%; sacarose 28%) foram aplicados em gel de agarose 3% (UltraPure ™
Agarose, Invitrogen) contendo brometo de etidio (10pg/mL). A eletroforese foi feita a
80 volts, durante 90 minutos em tampdo TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM &cido
acetico; 1 mM EDTA - pH 8,0). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta para analise
dos fragmentos. Homozigotos e heterozigotos para presenca ou auséncia dos sitios de
restricdo foram determinados pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restricdo,
quando comparados com o padrdo de peso molecular 100 pb (100 bp DNA Ladder,

Invitrogen).

A enzima Ddel reconhece e cliva o sitio de restricio C/TNAG (GenBank
gbEF450778.1). Desta forma, o cromossomo portador do alelo selvagem foi clivado nas

posicdes 27, 40, 62, 107 e 287 da sequéncia amplificada; o cromossomo portador do

102



alelo mutante (B°) ndo possui o sitio na posicdo 287 devido & substituicdo A—T na
posicdo 290. O individuo homozigoto para o alelo B° apresentaram fragmentos de 13
pb, 22 pb, 27 pb, 45 pb e 381 pb. Os individuos heterozigotos apresentaram fragmentos
de 13 pb, 22 pb, 27 pb, 45 pb, 180 pb, 201 pb e 381 pb, sugerindo o gendtipo SP°-tal.
Com a utilizagdo desta técnica, individuos homozigotos para o alelo BA apresentariam

fragmentos de 13 pb, 22 pb, 27 pb, 45 pb, 180 pb e 201 pb.

5.5 Diagnostico Molecular da Talassemia Alfa

Para as reacdes de PCR multipla foram desenhados oligonucleotideos sintéticos
especificos para cada uma das sete principais mutacdes de delecdo dos genes de globina
a causadoras de a-Tal segundo Tan et al. (2001). A identidade de cada delecdo foi
obtida pela determinacdo do tamanho do fragmento amplificado em cada reagéo. Visto
que qualquer uma das sete delecbes remove parte ou todo 0 gene o2 globina, sua
amplificacdo, juntamente com a amplificacdo de um alelo de delecdo, indica que a
mutacdo encontra-se em heterozigose. Como controle positivo para 0 sucesso da
amplificacdo do DNA, foi utilizado um segmento de 2.350 pb, referente a regido 3™ ndo

transcrita do gene LIS 1 (fator plaquetario), localizado no cromossomo 17p13.3.

As sequéncias dos iniciadores foram conferidas com as informagdes disponiveis
no NCBI utilizando a ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).

A Figura 12 representa esquematicamente o agrupamento de genes da a-globina,
indicando-se a extensdo representativa de cada delecdo e a posicdo relativa de cada

oligonucleotideo sintético.

A reacdo da PCR mudltipla foi padronizada para permitir a detecgdo das sete
delecbes em uma reacdo de tubo Unico. A padronizacdo ocorreu inicialmente com o

3.7

gene LIS, gene a2 e a delecdo -a™', seguido da padronizacdo com todos os

oligonucleotideos sintéticos. A especificidade da técnica de PCR mudltipla para o
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diagnostico das delecGes mais comuns causadoras de a-Tal foi confirmada utilizando-se
controles positivos para as sete delegdes testadas, cedidos gentilmente pelo Dr. Samuel
S. Chong (Universidade de Cingapura).

THAI-FFIL-F 20.5-F MED-F SEA-F 42-F  o2/3.7-F a2-R 42-R 3.7/20.5-R MED-R FIL-RTHAI-R SEA-R

I ) D I R

H

Y.

A
i
L

5

A
A\ 4

..FIL

»
|

A

Figura 12 - llustracdo do agrupamento de genes da globina alfa, extensdo das delecdes e
posicdo dos oligonucleotideos sintéticos

Fonte: Tan et al., 2001

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial para PCR
maltipla (QIAGEN® Multiplex PCR kit, QIAGEN). Os primeiros ensaios para
padronizar a técnica foram realizados com 100 uM de cada dNTP, 0,75 uM MgCl, e
1,25 U HotStarTag DNA polimerase (Qiagen master mix), oligonucleotideos sintéticos
em concentracdes distintas (Tabela 13), e 200 ng de DNA gendmico, num volume final
de 25 pl.

Nos ensaios seguintes e que levaram a padronizacdo do teste molecular de
diagndstico de a-Tal as condigcdes para a amplificacdo da reacdo da PCR multipla
foram: volume final de 25 ul contendo 100 uM de cada dNTP, 0,75 uM MgCl, e 1,25 U
HotStarTag DNA polimerase (Qiagen master mix), oligonucleotideos sintéticos em

concentracgdes distintas, 1X solucdo Q e 200 ng de DNA gendmico.

Com relagdo aos ciclos da PCR, estabeleceu-se nos primeiros ensaios: ativagéo
da enzima hot start e desnaturacdo do DNA a 96°C por 15 minutos, sequido de 30 ciclos
de 98°C por 45 segundos para desnaturacdo do DNA, 60°C durante 90 segundos para
anelamento dos iniciadores, 72°C por 135 segundos para acdo da DNA polimerase,

seguido por uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. Posteriormente, a temperatura de
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anelamento dos oligonucleotideos sintéticos foi elevada para 62°C visando, com isso,

excluir bandas inespecificas e melhorar as amplificagdes.

Tabela 13 - Sequéncia dos oligonucleotideos sintéticos para cada tipo de delecéo da a-
Tal, respectivas concentragOes utilizadas nas reagdes de PCR e tamanho esperado dos

produtos da amplificacao

Tamanho do
Gene ou tipo fragmento
de delecdo Sequéncia 5°-3° Concentracéo esperado
LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0.5 uM
LIS1-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0.5 uM 2350 pb
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2 uM 2022/2029 pb
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0.2 uM
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 uM 1800 pb
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0.5 uM
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0.5uM 1628 pb
SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0.2 uM
SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0.2 uM 1349 pb
THAI-F GACCATTCCTCAGCGTGGGTG 0.3 uM
THAI-R CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG 0.3uM 1153 pb
20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 0.2 uM 1007 pb
MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 0.2 uM
MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 0.2 uM 807 pb
FIL-F TTTAAATGGGCAAAACAGGCCAGG 1.0 uM
FIL-R ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC 1.0 uM 546 pb

Fonte: Tan et al., 2001

Para resolucdo dos produtos da PCR, 10 ul do amplicon, adicionado de 1 ul do
tampéo de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de agarose 1% contendo
brometo de etidio (10pg/mL). A corrida de eletroforese foi condicionada a 90 volts
durante 2 horas em cuba (HU13, Max Fill) contendo tampdo TAE 1X. O gel foi
visualizado no transiluminador de luz ultravioleta (Imagemaster VDS, Amersham
Pharmacia Biotech) para analise dos fragmentos amplificados. A determinacdo do
genotipo do sujeito da pesquisa foi realizada de acordo com o tamanho dos fragmentos
amplificados, quando comparados com o padrdo de peso molecular 500 pb (500 bp
DNA Ladder, Invitrogem).
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5.6 Genotipagem dos haplétipos do agrupamento de genes da p°-globina

A determinacdo dos haplétipos do agrupamento de genes da B>-globina foi
realizada atraves de PCR-RFLP conforme SUTTON et al. (1989), com modificacdes.
Estes pesquisadores analisaram a amplificacdo de sete fragmentos do agrupamento de
genes da p°-globina, enquanto neste estudo foram analisados seis desses fragmentos
para a determinacdo dos haplétipos (Tabela 14). Excluiu-se a analise do fragmento 3,
que esta localizado dentro de uma sequéncia repetitiva e, segundo Wang et al. (1992),
ndo pode ser determinado por PCR. Este fragmento apresenta o mesmo padrédo de
restricdo do fragmento ®y e, portanto, ndo traz informagdo adicional quando se analisam
os seis fragmentos. Esta exclusdo também foi feita em estudos publicados anteriormente
(Figueiredo et al., 1996; Pante-de-Sousa et al., 1998; Guasch et al., 1999).

Tabela 14 - Direcdo, posicdo e sequéncia dos iniciadores para determinacdo dos

haplétipos do gene da p°-globina

Sequéncia do oligonucleotideo Direcdo Posicao Localizacéo
AACTGTTGCTTTATAGGATTTT Direto 33880
AGGAGCTTATTGATAACCTCAGA Reverso 34535 5°Gy
AAGTGTGGAGTGTGCACATGA Direto 36221 Gy
TGCTGCTAATGCTTCATTACAA Reverso 35440 Gy /40371 Ay
TAAATGAGGAGCATGCACACAC Direto 41137 Ay
GAACAGAAGTTGAGATAGAGA Direto 46458
ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT Reverso 47159 B
TCTGCATTTGACTCTGTTAGC Direto 49529
GGACCCTAACTGATATAACTA Reverso 50121 3°yB
CTACGCTGACCTCATAAATG Direto 60958
CTAATCTGCAAGAGTGTCT Reverso 61341 5’B

Fonte: Sutton et al., 1989

A amplificacdo dos fragmentos utilizados para determinagdo dos haplétipos foi
feita utilizando 100 ng de DNA gendmico como molde numa rea¢do com volume final
de 20 pl, contendo 200 uM Tris-HCI (pH 8,4), 500 uM KCI, MgCl, em concentragdes
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distintas (Tabela 15), 200 uM de cada dNTPs, 2 pmol de cada oligonucleotideo sintético
e 0,8 U de Platinum®Tag DNA Polymerase (Invitrogen, USA). A reacdo de
amplificagédo foi feita em termociclador (PTC-100 MJ Research ou Thermal Cycler -
Biocycler) com uma fase inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por
45 segundos, 57°C por 30 segundos (exceto para 3"¥B: 60°C por 30 segundos), e 72°C

por 45 segundos, mais uma fase de extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Na andlise de RFLP, os produtos da amplificagdo da PCR (10 ul) foram
digeridos com as enzimas adequadas a temperatura de 37°C numa reacdo de volume
final de 20 pL: Xmnl na extremidade 5" do gene ®y; HindlIl na regido IVS2 do gene ®y
e na regido 1VS2 do gene “y; Hinc II em WP e na extremidade 3° de B; e Hinfl na
extremidade 5" de B. ApoOs a digestdo, a enzima foi inativada com aumento da

temperatura para 65°C durante 20 minutos (Tabela 15).

Para visualizacdo dos produtos da restricdo, 20 ul do produto foram aplicados
em gel de agarose 3% contendo brometo de etidio (10pug/mL). A eletroforese foi feita a
80 volts, durante 90 minutos em tampdo TAE 1X. O gel foi visualizado sob luz
ultravioleta para analise dos fragmentos. Homozigotos e heterozigotos para presenca ou
auséncia dos sitios de restricdo foram determinados pelo tamanho dos fragmentos
gerados pela restricdo, quando comparados com o padrdo de peso molecular 100 pb
(100 bp DNA Ladder, Invitrogen).

Utilizando-se esses seis polimorfismos, os cromossomos foram agrupados em
cinco haplétipos classicos, de acordo com o padrédo de restricdo: CAR ou Bantu (-+----),
Benin (----+-), Senegal (++-+++), Camarfes (-++-+-) e Asiatico (++-++-), sendo que
“+” representa a presenga e “-” representa a auséncia do sitio polimorfico. Quaisquer
outras combinacgdes encontradas foram classificadas como haplotipos atipicos (Figura
13). Quando se verificava a heterozigose para dois haplétipos, pressumia-se, com base
na maior prevaléncia de hapldtipos comuns em individuos com anemia falciforme, que
um haplétipo comum estava presente, juntamente com um haplétipo atipico, em vez de
dois haplétipos atipicos. Todas as amostras em que foram indentificados haplétipos

atipicos, a genotipagem foi realizada novamente para confirmacgéo do resultado.

A classificagdo dos haplotipos B° dos sujeitos da pesquisa foi antecedida pela

aplicacdo da mesma metodologia em amostras de DNA com haplétipos previamente
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conhecidos, cedidos gentilmente pela Dra. Marilda de Souza Gongalves, da Fiocruz —
Salvador, BA.

Sitios / 5°Cy & Y wp 3'yp 5'p
haplotipos™ | 1 HindIII | HindII | Hincll Hinc II HinfI
CAR - + - - - -
Benin = 5 = - + s
Senegal 2 + . + + %
Camaroes ~ + + - + -
Asiatico + + % + + »

Cromossomo 11

¢ P o [5

1 2 3 4P s 6
Xmn | Hind Il Hincll Hincll®  Hinfl

*Padrao atipico: qualquer outra combinagao.
Fonte: Sutton et al., 1989, com modificagdes

Figura 13 - Principais hapl6tipos do agrupamento de genes da globina beta definidos
pelo padréo de atividade das enzimas de restricdo Xmn I, Hind 111, Hinc 11 e Hinf I nos
seis fragmentos amplificados localizados em 5°%y, ©y,%y, wB, 3’yp e 5°B
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Tabela 15 - Caracteristicas dos RFLPs para genotipagem dos haplétipos do agrupamento de genes da p°-globina

Concentracao
Produtoda  de MgCl; na Sitio Fragmentos Incubacéo/
Localizacdo | amplificacdo reacdo de PCR polimorfico de restricdo Mix da RFLP* Inativacao Sitio de restricéo
Digestdo a 37°C
Xmn | 2ul 10X FastDigest® por 10 min. 5"...GAANN|NNTTC...3’
1,75mM buffer + 1 FDU Inativacéo a 65°C
5°Cy 655 pb 34330 450 + 205 pb FastDigest® Xmn 1  por 10min. 3"...CTTNNTNNAAG...5’
Digestdo a 37°C
Hind 111 2 ul 10X Buffer por 5 h.
1,5mM Tango + 10U enzima Inativagéo a 65°C
Gy 781 pb 35785 436 + 245 pb Hind 111 por 20 min. 5...A|AGCTT...3"
Digestdo a 37°C
Hind 111 2 ul 10X Buffer por 5 h. 3"..TTCGA?TA...5
1,5mM Tango + 10U enzima Inativacéo a 65°C
Py 766 pb 40731 406 + 360 pb Hind 111 por 20 min.
Digestéo a37°C
Hinc Il 2ul 10X FastDigest® por 10 min. 5...GTPy|PuAC...3’
1,5mM buffer + 1 FDU Inativacéo a 65°C
¥p 701 pb 46819 361 + 340 pb FastDigest® Hinc Il por 10 min. 3"...CAPutPyTG...5’
2ul 10X FastDigest® Digestéo a 37°C
Hinc 112 buffer + 1 FDU por 10 min.
1,75mM FastDigest® Hinc Il Inativacdo a 65°C
RIV 592 pb 49826 Variavel® por 10 min.
2 ul 10X Buffer Digestao a 37°C 5..G/ANTC...3’
2mM Tango + 10U enzima Inativagdo a 65°C
5B 383 pb Hinf 1 61199 241 + 142 pb Hinf | por 20 min. 3'...CTNA1G...5’

# A posicdo do sitio de restricio ndo é conhecida precisamente e ndo pode ser deduzida da sequéncia do DNA. * Fabricante das endonucleases: Fermentas Life Sciences
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5.7 Doppler transcraniano

O Doppler transcraniano cerebral (DTC) foi realizado para avaliacao do risco de AVC
isquémico. Os exames foram realizados e interpretados por um Unico pesquisador (Dra. Célia
Maria Silva), apds treinamento no Medical College of Geodrgia, EUA. Os exames foram feitos
a partir de dezembro de 2006 e foram utilizados pela Dra. Célia Maria Silva na sua tese de
doutorado, defendida em dezembro de 2009, “Rastreamento de criancas com doenca
falciforme pelo Doppler transcraniano em uma coorte de pacientes triados pelo Programa
Estadual de Triagem Neonatal do Estado de Minas Gerais (PETN-MG) e acompanhados no
Hemocentro de Belo Horizonte - MG - Brasil” (Silva, 2009).

A determinacdo da velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas grandes artérias do
Poligono de Willis foi executada por meio da ultrassonografia transcraniana, com a utilizacdo
do Doppler pulsado de 2 MHz, com sonda acustica infantil. Foi usado protocolo baseado nos
critérios sugeridos pelos pesquisadores do estudo “Stroke Prevention Trial in Sickle Cell
Anemia” (STOP) (Adams et al., 1998).

O rastreamento pelo Doppler transcraniano tem sido oferecido a todas as criangas em
acompanhamento no HBH, a partir dos dois anos de idade, com a crianca estando sem evento

clinico, na auséncia de febre e em vigilia.

Os resultados dos testes do DTC foram estratificados de acordo com a classificacdo
proposta pelo estudo STOP, acrescentando-se a recomendacdo de se incluir a velocidade
maxima media (VMM) em uma das artérias cerebrais anteriores > 170 cm/s como também
representando risco elevado de desenvolvimento de AVC isquémico (Kwiatkowski et al.,
2004):

a. Teste Doppler Normal = baixo risco: todas as velocidades médias maximas de fluxo
sanguineo cerebral menor que 170 cm/s, sendo necessario a insonacao das artérias

cerebrais médias, artérias carétidas internas e artérias cerebrais anteriores.

b. Teste Doppler Condicional ou Intermediario Baixo = certo aumento de risco:
velocidade média maxima entre 170-184 cm/s em uma das cerebrais médias ou em

uma das carotidas internas.
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c. Teste Doppler Condicional Alto = aumento significativo de risco: velocidade
média mé&xima entre 185-199 cm/s em uma das cerebrais medias ou em uma das

caroétidas internas.

d. Teste Doppler Anormal = risco alto: velocidade maxima média maior ou igual a 200
cm/s em uma das cerebrais médias ou em uma das carétidas internas; velocidade

maxima média em uma das artérias cerebrais anteriores > 170 cm/s.

e. Teste Doppler Inadequado = risco indefinido: auséncia de insonacdo de uma das
artérias cerebrais médias de um dos lados, estando o lado contralateral normal. Se a
velocidade maxima média de uma dessas artérias foi > 200 cm/s, o exame foi

considerado anormal (risco alto). Velocidade do fluxo sanguineo cerebral nas artérias

cerebrais médias <70 cm/s também foi considerada como exame inadequado.

O teste anormal (risco alto) foi confirmado por dois outros exames com intervalo de
uma a quatro semanas. Se a crianga fosse entdo confirmada como de alto risco para
desenvolvimento de AVC isquémico, ela era encaminhada para tratamento preventivo

primario do evento, com regime de transfusdes sanguineas regulares (manuteng¢do da HbS <

30%).

5.8 Variaveis hematoldgicas

As informacBes contidas nos prontuarios dos sujeitos da pesquisa foram
informatizadas em um banco de dados construido, inicialmente, para ser utilizado pela Dra.
Célia Maria Silva em sua tese de doutorado. Todas as informagfes dos prontuarios dos
participantes foram digitadas no banco de dados elaborado na plataforma do programa
Microsoft Access 2003®, incluindo identificacdo, informagbes pessoais, dados hematoldgicos

e eventos clinicos.

As variaveis hematoldgicas foram: concentracdo total de hemoglobina (Hb, g/dL),

volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg),
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leucometria total (LEU, 10%/L), plaquetometria (PLAQ, 10%L), concentracdo de hemoglobina
fetal (Hb F, %) e contagem de reticuldcitos (Retic, %). Os valores de Hb total, VCM, HCM,
LEU e PLAQ foram mensurados utilizando contador eletrénico de células (T-890, COUTER).

A quantificacdo da porcentagem de Hb F foi realizada utilizando-se o método de

imunodifusdo radial (HbF Quiplate, Helena Laboratories). A contagem de reticulécitos foi

realizada utilizando-se o0 método de azul de cresil brilhante na microscopia optica.

A determinacdo dos valores basais das variaveis hematoldgicas obedeceu a seguinte

metodologia:

1.

Para determinacdo do nivel de Hb total basal, foi considerada a média de todos os
valores de hemoglobina, apds os dois anos idade, desprezando-se os exames realizados
apos transfusdes sanguineas (90 dias) ou eventos clinicos significativos (Infeccdo
grave, sequestro esplénico agudo e crise aplastica); nas criancas que entraram em
regime de transfusdo cronica os valores foram considerados até a data anterior ao
inicio das transfusdes. Nas criancas que iniciaram tratamento com hidroxiuréia, o nivel
da Hb total basal foi determinado com base na média dos valores anteriores ao inicio
desta terapéutica. Para quatro criangas que ndo possuiam registro de exame apds 0s
dois anos de idade, o nivel de Hb total basal foi tomado como o valor mais proximo a
dois anos, no intervalo entre um ano e seis meses e dois anos.

Os niveis basais de VCM foram determinados de forma semelhante; para sete criancas
que ndo possuiam registro de exame apds os dois anos de idade, o nivel basal de VCM
foi tomado como o valor mais proximo a dois anos, no intervalo entre um ano e seis
meses e dois anos.

Os niveis basais de HCM foram determinados de forma semelhante; para dez criangas
que ndo possuiam registro de exame ap6s os dois anos de idade, o nivel basal de HCM
foi tomado como o valor mais proximo a dois anos, no intervalo entre um ano e seis
meses e dois anos.

Os niveis basais de Retic foram determinados de forma semelhante; para dez criangas
que ndo possuiam registro de exame apds os dois anos de idade, o nivel basal de Retic
foi tomado como o valor mais proximo a dois anos, no intervalo entre um ano e seis
meses e dois anos. Uma crianca ndo possuia registro de Retic no intervalo entre um
ano e seis meses e dois anos, sendo assim excluida desta analise.

Os niveis basais de Hb F foram determinados de forma semelhante; para dez criancas

gue ndo possuiam registro de exame apos os dois anos de idade, o nivel basal de Hb F
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foi tomado como o valor mais proximo a dois anos, no intervalo entre um ano e seis
meses e dois anos. Doze criangas ndo possuiam registro de Hb F no intervalo entre um
ano e seis meses e dois anos, sendo assim excluidas desta analise.

6. Os niveis basais de LEU foram determinados pela média dos valores de todos os
exames.

7. Os niveis de basais de contagem de plaquetas foram determinados pelas médias dos

valores de todos 0s exames.

5.9 Variaveis clinicas

Os eventos clinicos estudados foram:

e sequestro esplénico agudo (SEA), definido como o registro do evento no
prontudrio médico pelo hematologista responsavel pelo acompanhamento da

crianca;

e sindrome toracica aguda (STA), definido como o registro do evento no
prontuario médico pelo hematologista responsavel pelo acompanhamento da

crianca;

e doenca cerebrovascular (DCV), definido como a presenca do exame Doppler
transcraniano alterado ou acidente vascular cerebral (AVC) isquémico clinico
(definido como o registro do evento no prontuario médico pelo hematologista
responsavel pelo acompanhamento da crianca). Excluidas as criangas com
DTC inadequados e aquelas em que o exame nao foi realizado, os sujeitos da
pesquisa foram dicotomizados em: 1) auséncia de DCV e 2) presenca de DCV

(AVC ou DTC alterado nos trés niveis de risco mencionados anteriormente).
e transfusBes sanguineas documentadas no prontuario médico.

Para tornar comparaveis as analises com relagéo a chance de ocorréncia e ao nimero
absoluto de eventos clinicos durante o tempo de acompanhamento da crianga, foram
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considerados: a) apenas os episddios de SEA até os 30 meses de idade, que representa o
tempo minimo de acompanhamento para todas as criangas da pesquisa e, ainda, idade em que
mais de 75% desses eventos ja ocorreram nas criancas acompanhadas no HBH (Rezende et
al., 2009); b) com relacéo aos episodios de STA e transfuses sanguineas foi utilizado o valor
referente a0 numero absoluto de episdédios do evento dividido pelo tempo de
acompanhamento clinico (data de nascimento subtraida pela data da Gltima consulta).

5.10 Anéalise estatistica

Os resultados quantitativos foram expressos como média + 1 desvio padrdo (DP), ou
pela mediana quando foi constatado que a média ndo era uma medida-resumo adequada. As
prevaléncias foram expressas pelas porcentagens correspondentes ao item analisado e limites

de confiancas a 95%.

Para verificar a possivel associagdo dos genotipos de a-Tal com aspectos clinicos e
hematoldgicos da doenca, os pacientes foram analisados independentemente como dois
grupos de acordo com o genétipo, ou seja, SS e Sp°-tal. Os sujeitos homozigotos SS,
inicialmente, foram divididos em trés grupos: I- auséncia de o-Tal (quatro genes alfa
selvagens), 11- heterozigose para a-Tal-2 (um gene alfa afetado) e I11- homozigose para a-Tal-
2 (dois genes alfa afetados). Posteriormente, os pacientes foram divididos em dois grupos:
auséncia de a-Tal (1) e presenca de a-Tal (I e 111). Os pacientes com o genétipo SB°-

talassemia foram divididos em dois grupos: auséncia de a-Tal e heterozigose para a-Tal-2.

Para verificar a possivel associacao dos haplotipos do agrupamento da Bs-globina com
aspectos clinicos e hematoldgicos da doenca, apenas os pacientes homozigotos SS foram
analisados. Inicialmente, os individuos com os genoétipos CAR/CAR, Ben/CAR e Ben/Ben
foram comparados entre si. Posteriormente, foi realizada uma comparacao entre os individuos
homozigotos CAR/CAR e Ben/Ben. Tendo em vista possivel associa¢do do haplotipo CAR
com a forma mais grave da doenca (Powars et al., 1990; Powars 1991; Powars e Hiti 1993),
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uma Ultima anélise comparou os individuos com pelo menos um cromossomo do tipo CAR

versus os individuos com auséncia de cromossomos do tipo CAR.
O estudo estatistico compreendeu em:

e confeccdo de tabelas de frequéncia;

e andlise univariada da associacdo dos genotipos de a-Tal ou dos hapldtipos B> com
niveis de Hb total, VCM, HCM, LEU, PLAQ, Hb F e RETIC (variaveis continuas),
através da comparagdo das médias de trés grupos utilizando a analise de variancia
(ANOVA One-Way) para variaveis com a distribuicdo normal e com
homocedasticidade, ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para variaveis com
a distribuicdo ndo-normal e/ou sem homocedasticidade. Quando foi feito uma
comparacdo entre dois grupos utilizou-se o teste t de Student ou de Mann-Whitney
para as varidveis com distribuicdo normal ou ndo-normal, respectivamente. A
verificacdo da distribuicdo normal ou ndo-normal dos valores das varidveis continuas
foi feita utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para verificacdo do
pressuposto de homocedasticidade foi utilizado o teste de homogeneidade da
variancia. Adicionalmente, utilizou-se o teste de Bonferoni para comparacao de cada
par de médias dos diferentes grupos e assim constatar em quais grupos as diferencas
ocorriam.

e analise univariada da associagdo dos genotipos de a-Tal ou dos haplotipos B° com a
ocorréncia ou ndo de SEA até 30 meses de idade e a ocorréncia ou ndo de DCV
(variaveis nominais), utilizando-se o teste do qui-quadrado, ou o teste exato de Fisher
quando os valor esperado de alguma célula da tabela de contingéncia era inferior a 5.
Para analise da associacdo dos genétipos de o-talassemia ou dos haplétipos p° com
nimero de STA/ano de seguimento e numero de transfusbes sanguineas/ano de
seguimento (variaveis continuas com distribuicdo ndo-normal) foi utilizado o teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis ou de Mann-Whitney.

Uma associacdo foi considerada estatisticamente significativa quando a probabilidade
de erro alfa foi igual ou inferior a 0,05. Todo o estudo estatistico foi processado utilizando o
programa SPSS, versdo 17.0.
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5.11 Aspectos éticos

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) foi apresentado
ao responsavel legal do potencial participante e, quando necessario, a propria crianca
(criangas com sete anos ou mais). O estudo foi explicado verbalmente pelos pesquisadores
envolvidos durante as consultas de rotina do acompanhamento clinico. Quando foi concedida
a autorizacdo para participacdo, o responsavel legal e, quando necessario, a propria crianca,

assinaram o TCLE, ficando sob sua guarda uma cépia e outra sob a guarda dos pesquisadores.

A consulta aos prontuérios foi feita de modo a garantir o sigilo das informac6es
pessoais de cada sujeito da pesquisa. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram a
utilizar o material biolégico e os dados coletados exclusivamente para os fins previstos no

projeto de pesquisa.

O projeto de pesquisa referente a este trabalho foi aprovado pela Cémara do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG, pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP; anexo 2) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
HEMOMINAS (CEP-HEMOMINAS; anexo 3).

5.12 Financiamento

Todo o material de laboratorio utilizado no desenvolvimento do estudo, tais como, Kits
de extracdo de DNA, reagentes para PCR, enzimas de restricdo, tubos e ponteiras foram
adquiridos com recursos do orcamento do servico de pesquisa da Fundagdo HEMOMINAS.
As bolsas de iniciacdo cientifica para os estudantes de graduagdo envolvidos foram
financiadas pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG). O
pesquisador autor da dissertacdo contou com uma bolsa de mestrado concedida pela
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Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). O orientador €
bolsista pesquisador do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), nivel 2. Adicionalmente, a pesquisa recebeu apoio logistico da central de projetos do
NUPAD e do centro de pos-graduacdo da Faculdade de Medicina da UFMG.
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Resumo

Introducdo/Obijetivos: No presente estudo foi estimada a prevaléncia dos haplétipos B° e
verificada as possiveis associa¢cfes com caracteristicas clinicas e hematoldgicas em amostra
de criancas brasileiras com anemia falciforme ou Sp°-talassemia. Métodos: Um estudo de
coorte retrospectivo aleatorizado foi realizado com 208 criancas SS e 13 Sp°-talassemia
derivadas do Programa Estadual de Triagem Neonatal do Estado de Minas Gerais. Os
haplétipos B° foram determinados por PCR-RFLP. Resultados: Entre os sujeitos homozigotos
SS, havia 82 (39%) com o gendtipo CAR/CAR, 69 (33%) com o Ben/CAR, 49 (24%) com o
Ben/Ben, dois (1%) com o CAR/Atp, dois (1%) com o Ben/Atp, dois (1%) com o Arabe-
Indiano/Ben e dois (1%) ndo puderam ser caracterizados. Entre os sujeitos Sp’-talassemia,
cinco eram CAR/indefinido, 2 Ben/indefinido e 1 CAM/indefinido. Ndo houve associagdo
significativa entre haplotipos B° e 0s niveis médios de Hb total, Hb F, VCM, HCM, leucécitos
e reticuldcitos nas criancas SS. Da mesma forma, ndo houve associacdo significativa entre
haplotipos B° e frequéncia de episédios de sindrome toracica aguda, transfusées sanguineas,
sequestro esplénico agudo e doenga cerebrovascular (DTC alterado ou AVC clinico). O
nGmero limitado de criancas com o genétipo Sp°-talassemia impediu analises vélidas para este
grupo. Conclus6es: 1. A prevaléncia dos haplétipos $° encontrada no estudo est4 de acordo
com os registros historicos de escravos africanos trazidos para o estado de Minas Gerais; 2. 0s
hapl6tipos CAR e Ben ndo se associaram com as caracteristicas clinicas ou hematologicas

analisadas de criangas com anemia falciforme.
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Introducao

A Anemia Falciforme é uma doenca autossémica recessiva caracterizada pelo estado

beli=vah) * que é uma hemoglobina variante resultante de

homozigoto da hemoglobina S(a;p:
uma mutacdo no gene da globina beta (HBB:c.20A—T) (1). No Brasil, estima-se a
prevaléncia de 25.000 a 30.000 casos da doenga, com a incidéncia de 3.500 novos casos a
cada ano (2). No estado de Minas Gerais, localizado no sudeste do Brasil, de 1,8 milhdes de
criancas nascidas entre 1998 e 2005, o Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN-MG)
detectou 1:1.313 recém-nascidos com doenga falciforme (SS, SC, Sp-talassemia e SD) (3). O
fen6tipo hemoglobinico dos recém-nascidos SS é FS. O mesmo vale para Sp°-talassemia
(Sp°-tal), que resulta da heranca de um alelo B° e um alelo p°-tal, cada um herdado de um dos
pais (1).

A Anemia Falciforme é caracterizada por diversas manifestacGes clinicas e gravidade,
gue abrange, em termos gerais, anemia hemolitica e fendmenos vaso-oclusivos (4). O fenétipo
da doenca é sujeito a fatores ambientais, tais como, a prevaléncia de doencas infecciosas,
aspectos socioecondémicos, qualidade e o acesso a assisténcia médica. No Brasil, a maioria das
familias com doenca falciforme tem baixa renda e os cuidados a salde sdo assegurados por
um sistema unificado publico, denominado SUS (5). Embora determinada por um Unico
defeito genético, a anemia falciforme possui varios fatores moduladores genéticos que
influenciam na sua diversidade clinica e laboratorial, tais como a expressdo de hemoglobina
fetal (Hb F), a co-heranca de o-Talassemia e os haplotipos do agrupamento de genes da p°-
globina (haplétipos B°) (6, 7). A SB°-tal possui um quadro clinico similar ao da anemia
falciforme, entretanto, é menos estudada, pois se trata de um gendétipo incomum (8).

Os haplétipos B° sdo definidos como um padrdo especifico de polimorfismos
reconhecidos por endonucleases de restricdo na regido do agrupamento de genes da globina
beta, no cromossomo 11 (9). Existem cinco haplétipos classicos ligados & mutagdo p° que s&o
nomeados de acordo com a origem geografica e grupos étnicos nos quais eles sdo
predominantemente encontrados: o Bantu ou Republica Central Africana (CAR), o Benin
(Ben), o Senegal (Sen), o Arabe-Indiano e o Camardes (Cam) (10, 11). No Brasil, a maioria
dos haplétipos B° encontrados sdo do tipo CAR e Ben, com diferencas regionais
significativas, caracterizando diferengas no fluxo de escravos africanos trazidos para o pais

durante o periodo coldnia (12-20). Os alelos causadores de Bo-tal também estdo associados a
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especificos padrbes de polimorfismos no gene da globina beta. Esses haplétipos sdo
nomeados como numeros romanos (21).

Muitos estudos tém sido realizados para estabelecer uma relagdo entre os haplétipos °
e o fendtipo da anemia falciforme. Os hapldtipos Arabe-Indiano e Sen sdo geralmente
associados a niveis elevados de Hb F e a um curso clinico menos grave. Em contraste, 0
hapldtipo CAR ¢é associado a niveis menores de Hb F e a maior gravidade da doencga. Os
portadores do haplotipo Ben tendem a apresentar caracteristicas intermediarias (7, 10, 11, 22-
24). Entretanto, essas associacfes haplotipo-fendtipo ndo estdo definitivamente estabelecidas
e nenhuma correlagdo robusta ainda foi encontrada, com exce¢do do curso clinico menos
grave dos homozigotos para o haplétipo Arabe-Indiano (25). No Brasil, ndo ha nenhum
estudo verificando o efeito dos haplétipos B° sobre caracteristicas clinicas e hematolégicas em
uma grande populacdo de criancas com anemia falciforme. No presente estudo, foi
determinada a prevaléncia dos hapl6tipos p° em uma coorte de criancas triadas pelo PETN-
MG, e possiveis associacOes destes haplétipos com caracteristicas clinicas e hematoldgicas
foram investigadas. A prevaléncia dos haplétipos B° foi comparada com a prevaléncia
estimada pelos registros historicos sobre o comércio de escravos da Africa para o Brasil e,

particularmente, para o estado de Minas Gerais.

Materiais e Métodos

Populacéo de estudo e metodologia de selecao

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva realizado com criangcas com
doenca falciforme (Hb SS ou Sp°-talassemia). De aproximadamente 1,2 milhdes de criancas
nascidas entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2006, 864 criangas tiveram o perfil
hemoglobinico FS, FSC, ou FSA diagnosticados pelo PETN-MG por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese de focalizacdo isoelétrica (IEF) e foram
agendados para a sua primeira consulta clinica no ambulatorio da Fundacio HEMOMINAS
em Belo Horizonte.

Foram excluidas 46 criangas que ja haviam falecido quando o estudo se iniciou (mar¢o
de 2008); 22 criangas que haviam sido transferidas para tratamento em outro hemocentro,
duas criangas que abandonaram o acompanhamento e quatro criancas que obtiveram alta do

acompanhamento clinico também foram excluidas. Das 790 criangas restantes, 357 foram
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excluidas por ter o perfil hemoglobinico SC e 33 por apresentarem o perfil SA (SB*-tal) na
eletroforese de confirmagéo durante o primeiro ano de vida.

Das 400 criancas restantes com o perfil hemoglobinico FS, 280 foram selecionadas
através de aleatorizacdo. A aleatorizacdo foi estratificada por ano de nascimento e 35
criangas/ano foram incluidas. Um céalculo amostral formal ndo foi feito porque os dados sobre
a associacdo entre os haplétipos B° e variaveis clinicas e hematolégicas em individuos com
anemia falciforme sdo controversos em relatos anteriores. Estabeleceu-se 70% do total da
populacdo como uma amostra de conveniéncia compativel com o orcamento e os prazos do
projeto. Os pais de duas das 280 criangas ndo consentiram com a participagdo no estudo, 11
foram transferidas para tratamento em outro hemocentro apds o inicio do estudo e 40 ndo
foram encontradas no periodo experimental para assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) ou coleta do material biologico. O estudo familiar sugeriu que seis
criancas possuiriam o genoétipo S/Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal e, embora a
confirmacéo por teste molecular ndo tenha sido realizada, eles foram excluidos do estudo. O
estudo familiar também sugeriu que nove criancas possuiriam o gendtipo Sp°-tal. A deteccéo
do alelo p° por PCR seguida de RFLP com enzima Ddel foi realizada em todas as criancas; 13
(incluindo todos os nove casos sugerido pelo estudo familiar) foram confirmados com o
gendtipo Sp°-tal, todos incluidos neste estudo. Dessa forma, a populacdo deste estudo foi
constituida de 221 criangas, sendo 208 SS e 13 SB°-tal (Figura 1); 119 (53,8%) eram do sexo

feminino e 102 (46,2%) do masculino.
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864 criangas com doenga falciforme triadas
pelo PETN entre 01/01/99 até 31/12/06 e
encaminhadas para o ambulatorio do HBH

22 criangas excluidas devido 46 criangas excluidas

a transferéncias devido ao obito
duas criangas excluidas devido ao 4 criangas excluidas devido a
abandono do acompanhamento alta do acompanhamento

790 criangas remanescentes

33 criangas foram excluidas
por terem um perfil de Hb SA
entre o 6° e 120 més (Sp+-tal)

357 criangas excluidas com
petfil hemoglobinico FSC

400 criangas remanescentes
(Perfil hemoglobinico FS)

1
|.-\1eatoriza<;§o estratiﬁcada{

P.SO criangas selecionadas l

40 criangas ndo encontradas para 11 criangas transferidas para
esclerecimento ou coleta do tratamento em outro hemocentro
material biologico

6 criangas foram excluidas por terem Consentimento nio obtido
suspeita do genotipo S'HPFH de duas criangas

Populacdo estudada (n=221)

Figura 1 — Representacdo grafica do procedimento de selecdo da amostra
estudada a partir da populacédo de 864 criancas diagnosticadas com doenca falciforme
pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG) e
encaminhadas para tratamento no ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte
(HBH).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio HEMOMINAS
e pelo COEP/UFMG, e seguiu rigorosamente os principios da Declaracdo de Helsinki. Os
pais ou responsaveis pelas criancas deram o consentimento para a participacdo através da

assinatura do TCLE.

Analises moleculares
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A extracdo do DNA gendmico das amostras de sangue foi realizada com o uso do kit
comercial (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN) de acordo com instru¢bes do
fabricante. O gendtipo do alelo B° de todos os sujeitos foi confirmado por PCR (fragmento de
488 pares de bases amplificado pelos oligonucleotideos sintéticos direto
5’TGATGGTATGGGGCCAAGA3’ ¢ reverso 5’GGGTGGGAAAATAGACCAATA3Z)
sequido de digestdo com a enzima de restricdo Ddel (26). Quando o alelo p° esta presente, a
enzima Ddel cliva o fragmento mencionado acima em 4 pequenos fragmentos e em um
fragmento maior composto por 381 pares de base. Quando o alelo selvagem esta presente, a
enzima Ddel cliva o fragmento maior em dois fragmentos de 201 e 180 pares de base. Os
haplotipos B° foram determinados por PCR com oligonucleotideos sintéticos especificos,
seguida de digestdo dos fragmentos resultantes de acordo com método descrito previamente
(27), excluindo a analise do fragmento 3"HBB, que esta localizado dentro de uma sequéncia
repetitiva e ndo pode ser determinado por PCR (28). Foram analisados 0s seguintes sitios de
restricdo: Xmnl na extremidade 5" do gene HBG2; Hindlll na regido 1VS2 do gene HBG2 e
na regido 1VS2 do gene HBG1,; Hinc Il em HBBPL1 e na extremidade 3" de HBB; e Hinfl na
extremidade 5" de HBB. Apds a digestdo, foi realizada eletroforese em gel de agarose 3%,

visualizagdo dos fragmentos resultantes em luz ultravioleta e interpretagdo dos resultados.
Variaveis clinicas e hematologicas

A evolucdo clinico-laboratorial dos pacientes foi revista da primeira consulta clinica,
que ocorre apds os dois meses de idade, até 31 de junho de 2009, de modo que todas as
criancas foram acompanhadas por, no minimo, dois anos e meio. Todas as informacdes foram
retiradas dos prontuarios médicos e lancadas num banco de dados especifico do programa
Microsoft Access.

Para as variaveis hematoldgicas, a média aritmética de todos os exames realizados
apos os dois anos de idade foi considerada como valor basal. Os valores de testes realizados
apos uso de hemocomponentes (90 dias) e eventos clinicos significativos (infeccdo grave,
sequestro esplénico agudo e crise aplastica) foram desprezados. Nas criangas que entraram em
regime de transfusdo crdnica ou iniciaram tratamento com hidroxiureia, o valor basal foi
determinado com base na média dos valores anteriores ao inicio destas modalidades

terapéuticas. As variaveis hematoldgicas foram: concentracdo total de hemoglobina (Hb,
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g/dL), volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg),
leucometria total (LEU, 10%/L), plaquetometria (PLAQ, 10%/L), concentracdo de hemoglobina
fetal (Hb F, %) e contagem de reticulécitos (Retic, %). Os valores de Hb total, VCM, HCM,
LEU e PLAQ foram mensurados utilizando contador eletronico de células (T-890, Beckman
Coulter). A quantificacdo da porcentagem de Hb F foi realizada utilizando-se o método de
imunodifusdo radial (HbF Quiplate, Helena Laboratories). A contagem de reticuldcitos foi
realizada utilizando-se 0 método de azul de cresil brilhante na microscopia optica.

Como parte de outro estudo feito no HBH (29), 143 criancas SS ja haviam sido
submetidas ao exame de Doppler transcraniano (DTC; Companion II1;VIASYS/Nicolet) para
avaliar as artérias do poligono de Willis, e outras sete haviam sofrido AVC isquémico (total
150/208 = 72,1%). Os exames foram feitos e interpretados por um Unico pesquisador (CMS),
apos treinamento no Medical College of Gedrgia, EUA. Foi utilizado o protocolo do estudo
STOP (30), com uma pequena modificagdo para incluir a velocidade do fluxo sanguineo >
170 cm/s nas artérias cerebrais anteriores como também representando risco alto para
desenvolvimento de AVC isquémico (31).

Os eventos clinicos estudados foram o sequestro esplénico agudo (SEA) e a sindrome
torécica aguda (STA), definidos como o registro do evento no prontudrio médico pelo
hematologista responsavel pelo acompanhamento da crianca. STA foi definida como
aparéncia radiologica de um novo infiltrado pulmonar acompanhada de febre e dificuldade
respiratoria (9). O numero de transfusdes sanguineas foi obtido no prontuario médico. Doenca
cerebrovascular (DCV) foi definida como a presenca do DTC alterado ou AVC isquémico
clinico prévio ao estudo, como registrado por um dos pesquisadores (CMS). Excluidas as
criancas com DTC inadequados e aquelas em que o exame n&o foi realizado, os sujeitos da
pesquisa foram dicotomizados em: 1) auséncia de DCV e 2) presenca de DCV.

Dependendo da data de nascimento da crianca, o periodo de acompanhamento e a
idade em Junho de 2009 variou de 2,5 a 10,4 anos (6,51+2,28). Para excluir um possivel viés
devido a diferencas no tamanho do acompanhamento das criancas, 0 nimero de eventos
clinicos foi padronizado da seguinte forma: 1) apenas os episodios de SEA até os 30 meses de
idade foram considerados. Este periodo representa o tempo minimo de acompanhamento para
todas as criancas da pesquisa e, ainda, idade em que mais de 75% desses eventos ja ocorreram
nas criancas acompanhadas neste hemocentro (32); 2) com relagdo aos episodios de STA e
transfusdes sanguineas, foi utilizado o valor referente ao numero absoluto de episddios do

evento dividido pelo tempo de acompanhamento clinico.
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Andlise Estatistica

Os resultados quantitativos foram expressos como média + 1 desvio padrdo (DP), ou
pela mediana quando a média ndo era uma medida-resumo adequada. As prevaléncias foram
expressas pelas porcentagens correspondentes ao item analisado e limites de confianca a 95%.

Para a analise de associacdo dos haplotipos B° com aspectos clinicos e hematolégicos
da doenca, apenas os pacientes homozigotos SS foram analisados. Inicialmente, os individuos
com o0s genétipos CAR/CAR, Ben/CAR e Ben/Ben foram comparados entre si.
Posteriormente, foi realizada uma comparacdo entre os individuos homozigotos para 0s
gendtipos CAR/CAR e Ben/Ben. Tendo em vista possivel associacdo do haplotipo CAR com
a forma mais grave da doencga (22, 24, 33), uma ultima anélise comparou os individuos com
pelo menos um cromossomo do tipo CAR versus os individuos com auséncia de
cromossomos do tipo CAR. N&o foi realizada uma anélise com as criancas SB°-tal devido ao
numero reduzido de criancas neste grupo e devido a auséncia de informacbes de algumas
sitios polimorficos necessarios para definir os haplétipos de B-talassemia, como sugerido por
Orkin et al. (21).

Foi utilizada a analise de variancia para variaveis hematologicas com a distribuicéo
normal e com homocedasticidade, ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para
variaveis com a distribuicdo ndo-normal e/ou sem homocedasticidade. A verificacdo da
distribuicdo normal ou n&o-normal dos dados foi realizada utilizando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. A associacio dos haplétipos p° e a ocorréncia de SEA até 30 meses de
idade e a ocorréncia de DCV foi realizada utilizando o teste do qui-quadrado ou, quando
necessario, o teste exato de Fisher. A associacdo dos haplétipos p° com niimero de STA/ano
de seguimento e numero de transfuses sanguineas/ano de seguimento foi realizada utilizado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ou de Mann-Whitney. Consideraram-se
significativos os testes em que a probabilidade de erro alfa foi < 0,05. Todo o0 estudo

estatistico foi processado utilizando o programa SPSS 17.0.

Resultados

Como afirmado anteriormente, 208 (94,1%) criancas eram homozigotas para o alelo °
e 13 (5,9%; IC 95% 2,8-9) possufam o gendtipo SB°-tal. (6,49 + 2,28). Entre os 208
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individuos com anemia falciforme (Hb SS), a maioria apresentou o hapl6tipo CAR em
homozigose ou heterozigose. Dos 13 sujeitos SB°-tal, a maioria apresentou o haplétipo CAR
em heterozigose (Tabela 1). Dos 412 cromossomos (> genotipados nos sujeitos com anemia

falciforme, a maioria era do tipo CAR e Ben (Tabela 2).

Tabela 1 — Combinagdes haplotipicas em 221 criancas com anemia falciforme ou Sp°-
talassemia

Criancas com anemia falciforme

(n=208)
Genotipo NUmero de criangas Frequéncia
CAR/CAR 82 39,43%
Ben/CAR 69 33,17%
Ben/Ben 49 23,56%
CAR/Atp 2 0,96%
Ben/Atp 2 0,96%
Arabe-Indiano/Ben 2 0,96%
Indeterminados® 2 0,96%
Criancas Sp’-tal (n=13)

CAR/-----+7 4 30,8%
Ben/-----+ 2 15,3%
CAM/----- + 1 7,7%
CAR/-+--++ 1 7,7%
Atp/-----+ 1 7,7%
Indeterminados™ 4 30,8%

*N&o puderam ser caracterizados com o método utilizado.
Sitios  polimérficos:  Xmnl/5’"HBG2; Hindlll/HBG2; HindlII/HBG1; Hincll/HBBP1;

Hincll/3’'HBBP1 e Hinfl/5"HBB. + = presenca;- = auséncia.

Tabela 2 — Haplétipos do agrupamento de genes da beta globina identificados em uma
amostra de 412 cromossomos de criangas com anemia falciforme (Hb SS) do estado de

Minas Gerais, Brasil

Intervalo de confianca 95%

Numero de Limite Limite

Haplétipo cromossomos (n=412) Frequéncia inferior superior
CAR 235 0,570 0,522 0,618
Benin 171 0,415 0,367 0,463
Arabe-Indiano 2 0,005 0 0,012
Atipicos 4 0,010 0 0,020
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Os niveis médios de Hb total, VCM, HCM, LEU e Retic foram muito semelhantes nos
grupos de sujeitos com o0s genotipos CAR/CAR, Ben/CAR e Ben/Ben (tabela 3). A
concentracdo de Hb F foi menor, mas ndo estatisticamente significante, no grupo de sujeitos
com o gendtipo CAR/CAR, seguido dos Ben/CAR e Ben/Ben. Homens tiveram a
concentragdo de Hb F significativa menor que as mulheres (16,9+8,3 vs. 19,6+8,1%;
p=0,015). O nivel médio de PLAQ foi estatisticamente mais elevado no grupo de sujeitos com
0 gendtipo Ben/CAR, quando comparado com os sujeitos Ben/Ben e CAR/CAR (P=0,022 e

0,001, respectivamente).

Tabela 3 - Associacdo de hapldtipos p° com varidveis hematoldgicas em 200 criancas

com anemia falciforme

Haplotipos B° em criancas anemia falciforme (Hb SS)

Dados Valor de P
hematologicos CAR/CAR(n=82) Ben/CAR(n=69) Ben/Ben(n=49) Valor de P CAR/CAR VS Ben/Ben
Hb (g/dL) 7,98+1,16 7,84+0,85 7,99+1,03 0,95* 0,94t
VCM (fl) 90,13+7,71 91,6+7,38 91,73+7,20 0,32* 0,18t
HCM (pg) 28,44+2,67 28,99+2,52 28,98+2,68 0,23* 0,13t
LEU (10%/L) 16,88+4,1 16,04+4,18 16,72+4,19 0,44% 0,838
PLAQ (10%L) 377,25+88,7 426,4+73,67  385,86+73,31 0,001% 0,57§
Hb F (%) 17,3+8,4 19,147,7 19,2491 0,2* 0,27t
Retic (%) 15,7+4,1 15,944,1 15,9+4,2 0,78* 0,84+

*Teste de Kruskal-Wallis
tTeste de Mann-Whitney
TANOVA

8Teste t de Student

Foram identificados 63 (30,3%) criancas SS que apresentaram pelo menos um evento
de SEA até os 30 meses de idade. Destes 63, 29 (46%) possuiam o genétipo CAR/CAR, 19
(30,2%) Ben/CAR, 12 (19%) Ben/Ben, 2 (3,2%) Arabe-Indiano/Ben e 1 (1,6%) ndo pode ser
genotipado. A frequéncia relativa de SEA até os 30 meses de idade néo foi significativamente
diferente entre os grupos (P=0,2; tabela 4).

Excluidas as criangas com DTC inadequados ou néo realizados (58 criangas), foram
identificados 31 (20,7%) de 150 sujeitos com DCV, ou seja, criangas com DTC condicional
ou anormal ou criangas com AVC clinico prévio ao estudo. Destes 31 sujeitos, 12 (38,7%)
possuiam o gendtipo CAR/CAR, 10 (32,3%) Ben/Ben, 8 (25,8%) Ben/CAR e 1 (3,2%)
Arabe-Indiano/Ben. A frequéncia relativa de DCV n3o foi significativamente diferente entre

0s grupos (P=0,36; tabela 4).
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Tabela 4 — Associacdo de haplétipes p° com a ocorréncia de sequestro esplénico agudo
(SEA) até 30 meses de idade e ocorréncia de doenca cerebrovascular (DCV) em criangas
com anemia falciforme (Hb SS)

SEA até 30 meses (n=200) DCV (n=143)
Haplétipos B°  Sim (n=60) Nd&o (n=140) Valor de P Sim (n=30) N&o (n=113) Valor de P
CAR/CAR 29 (35,4%) 53 (64,6%) 12 (20,3%) 47 (79,7%)
Ben/CAR 19 (27,5%) 50 (72,5%) 8 (16,7%) 40 (83,3%)
Ben/Ben 12 (24,5%) 37 (75,5%) 0,2* 10 (27,8%) 26 (72,2%) 0,36*

* Teste do qui-quadrado de tendéncia

O numero de transfusdes por ano de acompanhamento e o nimero de STA por ano de
acompanhamento ndo foram significativamente diferente entre os grupos (P=0,94 e P=0,35,
respectivamente; tabela 5).

Tabela 5 — Associacdo dos haplétipes B° com o nimero de transfusdes sanguineas e o
namero de ocorréncias de sindrome toracica aguda (STA) em 200 criangcas com anemia
falciforme (Hb SS)

N° TrasfusGes/ano N® STA/ano
Haplotipos B° Média  Mediana Valor de P Média  Mediana Valor de P
CAR/CAR 0,78 0,27 0,26 0,17
Ben/CAR 0,71 0,38 0,30 0,18
Ben/Ben 0,87 0,40 0,94* 0,32 0,26 0,35*

* Teste de Kruskal-Wallis

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas varidveis clinicas e
hematoldgicas quando somente os individuos homozigotos CAR foram comparados com 0s
individuos homozigotos Ben. O mesmo ocorreu quando os individuos com pelo menos um
cromossomo CAR foram comparados com aqueles sem cromossomos do tipo CAR (dados

ndo mostrados).

Discussao

O Brasil possui diferencas regionais significativas na distribuicdo dos haplotipos BS,

gue pode ser explicada pela origem e quantidade de escravos africanos que desembarcaram
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em cada regido durante o periodo colonial, pelo fluxo interno de escravos e pela diversidade
nos niveis de misigenacdo (12-20). Durante o periodo transatlantico de trafico de escravos
(1514-1866), aproximadamente 4,9 milhdes africanos vieram para o Brasil (34). Para o estado
da Bahia, vieram escravos principalmente da Baia de Biafra (cerca de 47%) e da regido
centro-oeste da Africa (cerca de 45%), onde os hapldtipos Ben e CAR predominam,
respectivamente. Em contraste, aproximadamente 86% dos escravos que desembarcaram no
Rio de Janeiro vieram da regido centro-oeste da Africa (34, 35). Esses dados explicam o
pequeno predominio do hapldtipo Ben em relacdo ao CAR no estado da Bahia (12) e o
predominio absoluto do hapl6tipo CAR no Rio de Janeiro (20). O haplétipo Sen, encontrado
no Pard e Amazonas (16, 18) e incomum em outras regides, certamente é derivado de
escravos embarcados na Senegambia (34). De acordo com dados historicos, o estado de Minas
Gerais recebeu escravos desembarcados no Rio de Janeiro e Salvador (36). Nossos dados
estdo em concordancia com esses dados historicos, que sugerem ainda uma ligeira
predominancia de escravos vindos do Rio de Janeiro para Minas Gerais (36). Este estudo
relatou pela primeira vez a ocorréncia dos haplétipos Arabe-Indiano e Cam (em um individuo
SpP-tal) na regido sudeste do Brasil.

Houve uma tendéncia de diminui¢do da concentragdo de Hb F do genétipo Ben/Ben
para Ben/CAR, e deste para 0 CAR/CAR, mas a diferenga ndo foi estatisticamente
significativa. Em outra populacdo de pacientes brasileiros (média de idade 21,9+10 anos), 0
hapl6tipo Ben foi associado significativamente a maiores concentra¢fes de Hb F do que o
hapldtipo CAR (14). E possivel que, mesmo com as amostras tendo sido as colhidas apds os
dois anos, muitas destas criancas, principalmente as menores de cinco anos, podem ainda nédo
ter atingido niveis estaveis de producdo de Hb F (37), fato confirmado pelos niveis elevados
encontrados em todos os grupos (média>15%). Como dito anteriormente, a persisténcia
hereditaria de hemoglobina fetal foi excluida pelo estudo familiar, mas testes genéticos para
confirmacdo ndo foram realizados. A maioria dos trabalhos que relata diferenca significativa
nos niveis de Hb F em relacdo aos hapldtipos p° foi realizada em populacBes com
representacido predominante dos haplé6tipos Arabe-Indiano ou Sen, que abrigam o SNP
(single-nucleotide polymorphism) C—T na posi¢ao -158 a 5" do gene HBG2 (rs7482144).
Esse SNP esta associado com elevacdo do nivel de Hb F em individuos com anemia
falciforme (10, 33, 38-43). A expressdo de Hb F ¢ regulada por interacBes complexas entre
fatores genéticos e ambientais, fornecendo muitas oportunidades para modulacdo da

concentracdo de Hb F na anemia falciforme (23). Adicionalmente, n6s demonstramos, assim
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como outros estudos (44, 45), que o género é um importante fator na regulacdo da
concentracédo de Hb F.

Os haplétipos B° ndo influenciaram significativamente os niveis médios de Hb total,
VCM, HCM, LEU e Retic. Outros trabalhos anteriormente publicados mostraram associagdo
significativa dos haplétipos B> com caracteristicas hematoldgicas da anemia falciforme (10,
33, 38, 39, 41, 46). Nos EUA, o gendtipo Sen/Ben foi associado a maiores niveis de Hb total,
0 gendtipo Ben/Ben a niveis intermediarios e o genotipo CAR/Ben aos menores niveis (33).
No continente africano, individuos com haplétipos Cam ou Ben apresentaram niveis menores
de Hb total quando comparados com individuos com um ou dois cromossomos do tipo Sen
(41). Na Franca, o haplétipo CAR foi associado com menor nivel de VCM quando comparado
com os haplotipos Ben e Sen (46). Entretanto, essas associacdes foram eventuais e nenhuma
outra associagdo consistente entre os haplétipos p° e caracteristicas hematoldgicas, além dos
niveis de Hb F, tem sido sugerida.

O nivel médio de PLAQ foi significativamente maior no grupo de individuos com o
gendtipo Ben/CAR quando comparado com os individuos dos grupos CAR/CAR e Ben/Ben.
Provavelmente trata-se de uma variacdo amostral, pois ndo ha sentido biol6gico para 0 grupo
heterozigoto ser diferente dos dois homozigotos que, por sua vez, ndo diferem entre si.
Nenhum resultado semelhante foi encontrado na literatura consultada.

Desde a primeira demonstragdo que os haplétipos B> podem influenciar as
manifestacdes clinicas da anemia falciforme (33), esse campo virou alvo de varias pesquisas e
tem sido objeto de controvérsias recorrentes. No presente estudo, ndo foram encontradas
diferencgas significativas na frequéncia das complica¢des clinicas estudadas de acordo com os
haplotipos B°, fato corroborado por outros estudos previamente publicados (14, 39, 42, 47).
Ha relatos de que portadores do haplétipos CAR teriam maior chance de apresentarem
complicacBes como vasculopatias obstrutivas nos tecidos moles, incluindo cérebro, rins,
pulmdes e Ulcera nas pernas (33), insuficiéncia renal (48), velocidade de crescimento mais
lenta (49), falta de resposta a hidroxureia (50), menor sobrevida (51) e até mesmo morte (24,
33). A maioria desses trabalhos envolveu populacGes de individuos com representacdo do
hapl6tipo Sen, que tem sido associado com menor gravidade da doenca. No presente estudo,
além da amostra ter sido aleatorizada, o nimero de individuos homozigotos para os hapldtipos
CAR e Ben era relativamente elevado, o que propiciou uma analise mais adequada dessas

associagoes.
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Apesar de algumas associacdes significativas entre os haplétipos p° e o fenétipo da
anemia falciforme terem sido relatadas na literatura, a sua utilidade como marcador de
prognostico no acompanhamento clinico, isoladamente, é muito limitada, com excecdo do
haplétipo Arabe-Indiano e, talvez, do Sen. Novos estudos em populacdes pouco miscigenadas
podem contribuir para estabelecer o real efeito dos haplétipos B° no fenétipo da anemia
falciforme. Outros polimorfismos em diversos genes vém sendo identificados como
marcadores de gravidade (23), mas nenhum, isoladamente, prediz, com seguranca, O
prognostico da doenca. Destaca-se a necessidade de estudar outros fatores moduladores que
possam ser utilizados em conjunto para definir subfen6tipos da doenca, e assim, poderem ser
utilizados como ferramenta clinica no acompanhamento dos pacientes. A idéia de que outros
genes possam afetar a evolucéo clinica dos pacientes com anemia falciforme ndo é nova, mas
a identificacdo destes genes e encontrar provas de seu envolvimento tem sido dificil. Estudos
usando a rede Bayesiana tem sido uma ferramenta inovadora e aparentemente Util neste tipo
de pesquisa (52).

Uma limitacdo do estudo envolve o desenho retrospectivo e suas potencialidades para
a perda de informacdo. Embora as informacdes do prontuario médico estarem bastante
completas, esses registros foram gerados para fins clinicos e ndo para pesquisa. Alguns
médicos podem ndo ter registrado todas as informacgdes pertinentes, o que poderia ter
provocado algum viés nos resultados, diminuindo assim o poder de detectar diferencas. A
impossibilidade de garantir a precisdo desses registros € uma limitacdo deste desenho
metodoldgico (53). Embora a amostra final para este estudo (n = 221) represente 55,3% da
populacéo total (n = 400) e 78,9% da amostra aleatdria (n = 280), 40 criancas ndo puderam
ser encontradas para genotipagem durante o periodo do estudo e estas podem representar a
forma mais branda da anemia falciforme.

Em conclusdo, a prevaléncia dos haplotipos CAR e Ben no presente estudo esta em
concordancia com os registros historicos de trafico de escravos para Minas Gerais. Além
disso, os haplétipos B° ndo se associaram significativamente com a ocorréncia dos eventos
clinicos e dados hematoldgicos analisados em criancas com anemia falciforme. Ressalte-se
que a amostra de criancas proveio de uma unica fonte (PETN-MG), foi aleatorizada e o
acompanhamento seguiu 0 mesmo protocolo de tratamento num unico ambulatério, o que

reforga as conclusdes do estudo.
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Resumo

O estudo estimou a prevaléncia de o-Tal e avaliou seu efeito sobre caracteristicas
clinicas e hematoldgicas em amostra aleatorizada de criangas com doenca falciforme (208 Hb

SS e 13 Sp°-talassemia). A genotipagem de a-Tal foi realizada por PCR multiplex (alelos: -
37 gt _SEA. _FIL. __MED. _(a)zo.s o -THAI

). Os dados clinicos e hematologicos foram
extraidos dos 221 prontuérios dos sujeitos da pesquisa. A idade variou entre 2,5 e 10,4 anos.
Dos sujeitos homozigotos (Hb SS), 27,9% possuiam o gendtipo -o*'/ao e 1,4% eram -o*”/-
o', Dos sujeitos Sp°-tal, 38,5% possuiam o genétipo -o™'/ac A presenca de a-Tal associou-
se significativamente com a diminuicdo dos niveis de VCM, HCM, leucdcitos e reticulécitos.
N&o houve associacdo significativa entre a presenca de o-Tal e a frequéncia de sindrome
torécica aguda, sequestro esplénico agudo ou transfusbes sanguineas. A presenca de a-Tal foi
fortemente associada com a diminuigdo do risco de doenga cerebrovascular (Doppler
transcraniano alterado ou AVC clinico; P=0,007). Né&o houve associacao significativa entre a
a-Tal e dados clinico e hematolégicos analisados nos sujeitos Sp°-tal. A interagdo de o-Tal
com outros fatores de moduladores deve ser investigada com o objetivo de definir
subfendtipos da doenca, para que assim estes fatores possam ser usados como ferramenta

clinica no acompanhamento dos pacientes.

148



Introducao

A Anemia Falciforme é um distdrbio hereditdrio monogénico causado por uma
mutacdo de ponto no sexto codon do gene da globina beta (GAG—GTG). Essa mutacéo
resulta na producdo de uma hemoglobina anormal, a hemoglobina S (c2B2°€" ™) (1). No
Brasil, estima-se a prevaléncia de 25.000 a 30.000 casos da doenca, com a incidéncia de 3.500
novos casos a cada ano (2). No estado de Minas Gerais, a incidéncia proporcional estimada
pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN-MG) foi de 1:2.400 (3).

Um amplo espectro de manifestacdes clinicas e heterogeneidade de gravidade
caracterizam a anemia falciforme. Assim, fatores genéticos e ambientais tém sido invocados
para explicar essas diferencgas na gravidade clinica. Embora determinada por um Unico defeito
genético, a anemia falciforme possui varios fatores moduladores genéticos que influenciam na
sua diversidade clinica e laboratorial, como a expressdo de hemoglobina fetal (Hb F), a co-
heranca de a-Talassemia (a-Tal) e os haplotipos do agrupamento de genes da p>-globina (4,
5).

A a-Tal reduz a concentracdo de Hb S intraeritrocitaria e, consequentemente, a
polimerizacdo da Hb e a intensidade de hemolise, o que produz consequéncias clinicas e
laboratoriais que sdo benéficas em algumas situacbes e prejudiciais em outras (6). Com
relacdo as caracteristicas laboratoriais, a coexisténcia de o-Tal aumenta o numero de
hemacias, os niveis de Hb total e hematdcrito, e diminui os niveis de VCM, HCM, CHCM (7-
11), reticulécitos (11-13), leucometria (9, 11, 14) e células falcémicas irreversiveis (7, 15). A
coexisténcia de o-Tal aparentemente causa o aumento dos niveis de Hb A, (9, 14, 16) e ndo
influencia os niveis de Hb F (10, 16, 17).

Estudos tém mostrado o efeito benéfico da a-Tal em manifestaces clinicas vaso-
oclusivas que estdo associados com hematocrito mais baixo como, por exemplo, acidente
vascular cerebral (AVC) (17-21), ulcera de pernas (7, 22) e funcdo esplénica (23, 24); efeito
prejudicial é observado em manifestacGes associadas com aumento da viscosidade do sangue
como, por exemplo, crises algicas (16, 17, 19, 25) e necrose 0ssea (25, 26). Também tem sido
sugerido que a coexisténcia de o-Tal prolongaria a sobrevida de pacientes com anemia
falciforme (27, 28).

No Brasil, ndo ha nenhum estudo verificando o efeito de a-Tal sobre caracteristicas
clinicas e hematolégicas em uma grande populagdo de criangas com anemia falciforme.
Mesmo a frequéncia da co-heranga de a-Tal em Minas Gerais é desconhecida e, no Pais, ndo
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ha estudo aleatorizado que estime com maior grau de seguranca qual seria essa prevaléncia.
Dessa maneira, no presente estudo, foi estimada a prevaléncia de a-Tal e estudado seu efeito
em caracteristicas clinicas e hematologicas em uma coorte aleatorizada de criancas triadas
pelo PETN-MG e acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte da Fundagdo Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS).

Materiais e Métodos

Populacéo de estudo e metodologia de selecao

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva, realizado com criangas com
doenca falciforme (genétipos Hb SS ou Sp°-talassemia). De aproximadamente 1,2 milhdes de
criancas nascidas entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2006, 864 criancas tiveram
o perfil hemoglobinico FS, FSC, ou FSA diagnosticados pelo PETN-MG por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese de focalizacdo isoelétrica (IEF)
e foram agendados para a sua primeira consulta clinica no ambulatério da Fundacdo
HEMOMINAS em Belo Horizonte.

Foram excluidas 46 criangas que ja haviam falecido quando o estudo se iniciou (marco
de 2008); 22 criancas que haviam sido transferidas para tratamento em outro hemocentro,
duas criancas que abandonaram o acompanhamento e quatro criangas que obtiveram alta do
acompanhamento clinico também foram excluidas. Das 790 criancas restantes, 357 foram
excluidas por ter o perfil hemoglobinico SC e 33 por apresentarem o perfil SA (Sp*-thal) na
eletroforese de confirmagé&o durante o primeiro ano de vida.

Das 400 criancas restantes com o perfil hemoglobinico FS, 280 foram selecionadas
através de randomizacdo. A randomizacdo foi estratificada por ano de nascimento e 35
criangas/ano foram incluidas. Um calculo amostral formal ndo foi feito porque os dados sobre
a associacdo entre a-Tal e varidveis clinicas e hematoldgicas em individuos com anemia
falciforme s&o controversos em relatos anteriores. Estabeleceu-se 70% do total da populagéo
como uma amostra de conveniéncia compativel com o orgamento e os prazos do projeto. Os
pais de duas das 280 criangas ndo consentiram com a participagdo no estudo, 11 foram
transferidas para tratamento em outro hemocentro ap6s o inicio do estudo e 40 ndo foram
encontradas no periodo experimental para assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) ou coleta do material biologico. O estudo familiar sugeriu que seis
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criancas possuiam o genotipo S/Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal e, embora a
confirmacéo por teste molecular ndo ter sido realizada, eles foram excluidos do estudo. O
estudo familiar também sugeriu que nove criancas possuiam o genétipo Sp°-tal. A deteccio
do alelo p° por PCR seguida de RFLP com enzima Ddel foi realizada em todas as criancas; 13
(incluindo todos os 9 casos sugerido pelo estudo familiar) foram confirmados com o gendtipo
Sp°-tal, todos incluidos neste estudo. Dessa forma, a populagéo deste estudo foi constituida de
221 criancas, sendo 208 SS e 13 Sp’-tal (Figura 1).

864 criangas com doenga falciforme triadas
pelo PETN entre 01/01/99 até 31/12/06 e
encaminhadas para o ambulatorio do HBH

22 criangas excluidas devido 46 criangas excluidas

a transferéncias devido ao obito
duas criangas excluidas devido ao 4 criangas excluidas devido a
abandono do acompanhamento alta do acompanhamento

790 criangas remanescentes

357 criangas excluidas com 33 criangas foram excluidas

Filh binico FSC por terem um perfil de Hb SA
peehliemoglobiinco entre o 6* e 12 més (SP+-tal)

400 criangas remanescentes
(Perfil hemoglobinico FS)

I
|.-‘\leatoriza<;50 estratiﬁcadal

| 280 criangas selecionadas |

40 criangas ndo encontradas para 11 cniangas transferidas para
esclerecimento ou coleta do tratamento em outro hemocentro
material biologico

6 criangas foram excluidas por terem Consentimento nio obtido
suspeita do genotipo S/HPFH de duas criangas

Populacdo estudada (n=221)

Figura 1 — Representacdo grafica do procedimento de selecdo da amostra
estudada a partir da populacédo de 864 criancas diagnosticadas com doenca falciforme
pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal (PETN) de Minas Gerais e encaminhadas

para tratamento no ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte (HBH).
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo HEMOMINAS
e pelo COEP/UFMG. Os pais ou 0s responsaveis pelas criancas deram o consentimento para a

participacdo através da assinatura do TCLE.
Analises moleculares

A extracdo do DNA gendmico das amostras de sangue foi realizada com o uso do Kit
comercial (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN) de acordo com instru¢bes do
fabricante. O gendtipo do alelo B° de todos os sujeitos foi confirmado por PCR (fragmento de
488 pares de bases amplificado pelos oligonucleotideos sintéticos direto
5’TGATGGTATGGGGCCAAGA3’ ¢ reverso 5’GGGTGGGAAAATAGACCAATA3Z)
seguida de digestdo com a enzima de restricdo Ddel (29). Para a genotipagem de o-Tal foram
amplificados os fragmentos de DNA resultantes das sete delecdes mais frequentes (-o>"'; -a*?;
SEA._FIL__MED-_(0)20° e --THAY tilizando a técnica de PCR multiplex (QIAGEN®
Multiplex PCR kit, QIAGEN, EUA) descrita anteriormente (30), elevando-se a temperatura

de anelamento dos iniciadores para 62° C.
Variaveis clinicas e hematoldgicas

A evolucdo clinico-laboratorial dos pacientes foi revista da primeira consulta clinica,
que ocorre ap6és os dois meses de idade, até 31 de junho de 2009, de modo que todas as
criangas foram acompanhadas por, no minimo, dois anos e meio. Todas as informacgdes foram
retiradas dos prontuarios médicos e lancadas num banco de dados especifico do programa
Microsoft Access.

Para as variaveis hematoldgicas, a media aritmética de todos os exames realizados
apos os dois anos de idade foi considerada como valor basal, desprezando-se os valores dos
exames realizados ap6s uso de hemocomponentes (90 dias) e eventos clinicos significativos
(Infeccdo grave, sequestro esplénico agudo e crise aplastica). Nas criancas que entraram em
regime de transfusdo cronica ou iniciaram tratamento com hidroxiureia, o valor basal foi
determinado com base na média dos valores anteriores ao inicio destas modalidades
terapéuticas. As varidveis hematologicas foram: concentracdo total de hemoglobina (Hb,
g/dL), volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg),
leucometria total (LEU, 10°%/L), plaquetometria (PLAQ, 10%/L), concentracdo de hemoglobina
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fetal (Hb F, %) e contagem de reticulécitos (Retic, %). Os valores de Hb total, VCM, HCM,
LEU e PLAQ foram mensurados utilizando contador eletrdnico de células (T-890,
COULTER). A quantificacdo da porcentagem de Hb F foi realizada utilizando-se o método de
imunodifusdo radial (HbF Quiplate, Helena Laboratories). A contagem de reticulécitos foi
realizada utilizando-se o método de azul de cresil brilhante na microscopia Optica.

Como parte de um outro estudo feito no HBH (31), 176 criancas (164 SS and 12 SB°-
tal) ja haviam sido submetidas a pelo menos um exame de Doppler transcraniano (DTC;
Companion 11, Viasys/Nicolet) para avaliar as artérias do poligono de Willis; outras sete
(todas Hb SS) haviam sofrido AVC isquémico (total 183/221 = 82,8%). Os exames foram
feitos e interpretados por um Unico pesquisador (CMS), ap0s treinamento no Medical College
of Georgia, EUA. Foi utilizado o protocolo do estudo STOP (32), com uma pequena
modificacdo para incluir a velocidade do fluxo sanguineo > 170 cm/s nas artérias cerebrais
anteriores como também representando risco alto para desenvolvimento de AVC isquémico
(33).

Os eventos clinicos estudados foram o sequestro esplénico agudo (SEA) e a sindrome
toracica aguda (STA), definidos como o registro do evento no prontuario médico pelo
hematologista responsavel pelo acompanhamento da crian¢a; numero de transfusdes
sanguineas documentadas no prontudrio médico; e doenca cerebrovascular (DCV), definida
como a presenca do DTC alterado (condicional ou anormal) ou AVC isquémico clinico prévio
ao estudo (11, 34, 35), como registrado por um dos pesquisadores (CMS). Apenas o primeiro
teste de DTC legivel para cada crianca foi considerado para esta definicdo. Excluidas as
criancas com DTC inadequados e aquelas em que o exame n&o foi realizado, os sujeitos da
pesquisa foram dicotomizados em: 1) auséncia de DCV e 2) presenga de DCV.

Dependendo da data de nascimento da crianca, o periodo de acompanhamento e a
idade em Junho de 2009 variou de 2,5 a 10,4 anos (6,51+2,28). Para excluir um possivel viées
devido a diferencas no tamanho do acompanhamento, o ndmero de eventos clinicos foi
padronizado da seguinte forma: 1) apenas os episodios de SEA até os 30 meses de idade
foram considerados. Este periodo representa o tempo minimo de acompanhamento para todas
as criangas da pesquisa e, ainda, idade em que mais de 75% desses eventos ja ocorreram nas
criancas acompanhadas neste hemocentro (36); 2) com relacdo aos episodios de STA e
transfusdes sanguineas, foi utilizado o valor referente ao numero absoluto de episddios do

evento dividido pelo tempo de acompanhamento clinico.
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Andlise Estatistica

Os resultados quantitativos foram expressos como média + 1 desvio padrdo (DP), ou
pela mediana quando a média ndo era uma medida-resumo adequada. As prevaléncias foram
expressas pelas porcentagens correspondentes ao item analisado e limites de confianga a 95%.

Para verificar a associacdo dos genotipos de o-Tal com os dados hematoldgicos e
clinicos os sujeitos da pesquisa foram analisados independentemente como dois grupos de
acordo com o gendtipo (Hb SS ou Sp’-talassemia). Os sujeitos homozigotos (Hb SS),
inicialmente, foram divididos em trés grupos: I- auséncia de a-Tal, 11- heterozigose para o-Tal
e IlI- homozigose para a-Tal. Posteriormente, os pacientes foram divididos em dois grupos:
auséncia de a-Tal (1) e presenca de o-Tal (11 e I11). Os sujeitos Sp°-talassemia foram divididos
em dois grupos: auséncia de a-Tal e heterozigose para a-Tal.

Foi utilizada a analise de variancia para variaveis hematologicas com a distribuicéo
normal e com homocedasticidade, ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
variaveis com a distribuicdo ndo-normal e/ou sem homocedasticidade. A associacdo dos
gendtipos de a-Tal e a ocorréncia de SEA até 30 meses de idade e a ocorréncia de DCV foi
realizada utilizando o teste do qui-quadrado ou, quando necessario, o teste exato de Fisher. A
associacao dos gendtipos de a-Tal com nimero de STA/ano de seguimento e nimero de
transfusdes sanguineas/ano de seguimento foi realizada utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis ou de Mann-Whitney. Consideraram-se significativos os testes em que a
probabilidade de erro alfa foi < 0,05. Todo o estudo estatistico foi processado utilizando o
programa SPSS 17.0.

Resultados

Das 221 criangas, 119 (53,8%) eram do sexo feminino. A idade variou entre 2,5 e 10,4
anos (6,49 = 2,28). Como dito anteriormente, 208 (94,1%; 1C95% 91-97,2%) eram
homozigotas para o alelo p° e 13 (5,9%; 1C95% 2,8-9%) possuiam o genétipo SP°-tal. Os
valores hematolOgicos basais e as caracteristicas clinicas dos sujeitos da pesquisa sdo

mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e hematolégicas de 221 criangas acometidas por
doenca falciforme
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Criancas SS (n=208)

Desvio 1C95% (Média)
Padréo Limite Limite
Caracteristica Média (DP) inferior superior  Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Hb (g/dL) 7,93 1,01 7,79 8,07 5,90 7,30 7,80 8,50 12,30
VCM (fL) 91,03 7,38 90,02 92,03 68,70 86,55 91,95 96,20 111
HCM (pg) 28,76 2,58 28,41 29,11 20,20 27,10 29,15 30,50 35,30
LEU (10%L) 16,55 4,11 15,98 17,11 6,30 13,86 16,24 19,25 29,67
PLAQ (10%L) 396,16 82,26 384,92 407,41 164,50 341,30 396,70 448,85 676,10
Hb F (%) 18,36 8,30 17,19 19,52 2 13 18 23 43
Retic (%) 15,84 4,11 15,28 16,40 4,60 14,10 16,30 18,60 34,20
Transfusdes/ano 0,76 1,37 0,57 0,95 0 0 0,35 0,92 10,86
STA*/ano 0,29 0,34 0,24 0,34 0 0 0,21 0,43 1,93
Limite Limite
NUmero de criangas  inferior superior - - - - -
SEAZ 63/208 (30,3%) 24% 36,5% - - - - -
AVC isquémico 7/171 (4,1%) 1,1% 7,1% - - - - -
Criancas Sp’-talassemia (n=13)
Desvio 1C95% (Média)
Padréo Limite Limite
Characteristic Média (DP) inferior superior Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Hb (g/dL) 8,57 1,32 7,77 9,37 6,40 7,70 8,10 9,950 10,40
VCM (fL) 76 6,70 72 80,10 69,70 71,10 75 78,80 94,80
HCM (pg) 23,30 2,50 21,80 24,80 20,30 21,40 23,10 24,30 29,60
LEU (10°L) 14,20 5,09 11,10 17,30 8,90 11,10 12,20 17,60 26,40
PLAQ (10%L) 374,80 104,60 311,60 438,10 237,70 303,50 332,70 484 541
Hb F (%) 25,50 9,40 19,60 31,50 9 17 28,80 33,50 36
Retic (%) 12,40 8,02 7,50 17,20 2 2,80 13,40 18 27,30
Transfusdes/ano 0,43 0,53 0,11 0,75 0 0 0,15 0,95 1,36
STA*/ano 0,21 0,29 0,03 0,39 0 0 0,17 0,31 0,99
Limite Limite
Ndmero de criangas  inferior superior - - - - -
SEA} 4/13 (30,8%) 5,7% 55,9% - - - - -
AVC isquémico 0/11 (0%) 0 0 - - - - -

* Sindrome Toracica Aguda (episédios por ano de acompanhamento)
1 Sequestro Esplénico Agudo até 30 meses de idade (sim ou ndo)

Dos 164 sujeitos com anemia falciforme submetidos ao DTC, 119 (72.6%)

apresentaram risco baixo para desenvolvimento de AVC isquémico, 12 (7,3%) apresentaram

risco intermediario baixo, sete (4,3%) apresentaram risco intermediario alto, cinco (3%)

apresentaram risco alto e em 21 (12,8%) o exame foi considerado inadequado. Entdo 31 de
150 criangas (20,7%; 1C95% 14,2-27,1%) foram classificados como tendo DCV (24 com

DTC alterado e sete com AVC isquémico clinico).
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A anélise de delecdes dos genes da a-globina mostrou a prevaléncia de a-Tal (apenas
o alelo do tipo -o>") de 29,3% (IC95% 23,8-35,9%) e 38,5% (1C95% 12-64,9%) nos grupos

de individuos SS e Sp-tal, respectivamente (tabela 2).

Tabela 2 — Prevaléncia de a-Tal e frequéncia alélica do gene hibrido -a*’ em 221
criancas com doenca falciforme, genétipos SS e Sp°-tal

Coorte total SS Sp°-tal
Genes da alfa-globina (n=221) (n=208) (n=13)
oo/ oot 155 147 8
ao/-o>" 63 58 5
-a®-o>" 3 3 0
Prevaléncia de a-talassemia-2 (-o>"), % 29,9% 29,3%* 38,5%*
Frequéncia alélica de -o*’ 0,156 0,154 0,192

*Teste exato de Fisher (P=0,54)

Nos individuos homozigotos (Hb SS), a presenca de o-Tal ndo influenciou os niveis
médios de Hb total, Hb F e PLAQ. Ja os niveis médios de HCM, VCM, Retic e LEU foram
significativamente afetados pela presenca de a-Tal (Tabela 3).

Tabela 3 - Associacdo de a-Talassemia com variaveis hematoldgicas em 208 criancas

com anemia falciforme (Hb SS)

Criangas com anemia falciforme (Hb SS)

Grupo | Grupo Il Grupo Il valor de P —
ao/aa (n=147) -a/aa (n=58) -a/-a (n=3)  valorde P grupo 1 vs 1+111

Hb total (g/dl)  7,85+0,95 8,12+1,15 8,310,75 0,217* 0,094+
VCM (f1) 93,52+6,34  85,70+5,51  71,93+3,2 <0,000* <0,000%
HCM (pg) 29,62+225  26,93+1,78 21,7145 <0,000* <0,000*
LEU(109/L) 17,28+4,07 14,95+3,60 11,1+1,57 <0,000% <0,000&
PLAQ (10/L) 396,52+83,58 395,78+79,70 386+95,38 0,976% 0,922§
Hb F (%) 18,63+8,02 17,9549,08  13,33%5,51 0,411* 0,320+
Retic (%) 16,36+3,91 14,66+4,39 13,2+1,9 0,018* 0,011+

*Teste de Kruskal-Wallis
tTeste de Mann-Whitney
tANOVA

8Teste t de Student

Quando comparacéo foi limitada a apenas dois grupos (grupos I, sem delecédo, versus
I+11l, com 1 ou 2 delegBes) os resultados encontrados foram idénticos. Pelo teste de

Bonferroni, o grupo sem dele¢Oes diferencia-se significativamente dos outros dois em relagéo
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ao LEU (P=0,001 e 0,021, respectivamente), mas o grupo com uma delecéo néo diferencia-se
do grupo com duas delegdes. Usando o teste de Mann-Whitney, verificou-se que os trés
grupos diferenciam-se entre si na comparacdo grupo a grupo (lvsll; Ivsiil; Hvslil) com relagdo
as variaveis VCM e HCM. A mesma analise mostrou que o grupo sem delecdes diferencia-se
significativamente dos outros dois em relagcdo ao Retic, mas o grupo com uma delecdo ndo se
diferencia do grupo com duas dele¢des (dados ndo mostrados).

Dos 214 sujeitos homozigotos (Hb SS), 63 (29,4%) apresentaram pelo menos um
evento de SEA até os 30 meses de idade. A frequéncia de a-Tal (2 ou 3 genes alfa ativos) foi
menor no grupo de sujeitos que desenvolveram pelo menos um evento de SEA até 30 meses
de idade, mas a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (22,2% vs 31,8%; P=0,19)
(Tabela 4).

No grupo de criangas SS sem delecbes nos genes alfa, 26,2% apresentaram DCV,
enguanto nos grupos de criangas heterozigotas e homozigotas para o-Tal a frequéncia de DCV
foi 7,1% e 0%, respectivamente. A presenca de o-Tal (3 ou 2 genes alfa ativos) associou-se
com menor frequéncia de DCV, ou sendo mais preciso, a chance das criangcas sem o-Tal
apresentarem DCV foi 3,9 vezes maior do que as com a-Tal (IC95% 1,2 a 12,2; P=0,007)
(Tabela 4).

Tabela 4 — Associacdo de a-Tal com a ocorréncia de sequestro esplénico agudo (SEA) até
30 meses de idade e com a ocorréncia de doenca cerebrovascular (DCV) em criancas

com anemia falciforme (Hb SS)

SEA até 30 meses (n=208) DCV (n=150)
Valor de Valor de
Gendtipo de a-Tal  Sim (n=63) N&o (n=145) P Sim (n=31) N&o (n=121) P
ao/ao 49 (33,3%) 98 (66,7%) 28 (26,5%) 79 (73,6%)
-0/ao 12 (20,7%) 47 (79,3%) 3(7,3%) 39 (92,7%)
-o/-a, 2 (66,7%) 1(33,3%)  0,300* 0 (0%) 3 (100%) 0,008*
a-Tal (N&o/Sim) 49/14 98/47 0,185+ 28/3% 78/41% 0,007+

* Teste do qui-quadrado de tendéncia
+ Teste exato de Fisher
1 Razdo de chances de DCV sim/ndo para a-Tal ndo/sim = 28/78 : 3/41 = 3,9 (1C95% 1,2 —12,2)

A mediana do numero de transfusbes por ano de acompanhamento foi maior em
pacientes sem delecbes nos genes alfa quando comparado com aqueles com a-Tal em

heterozigose ou homozigose (mediana 0,42 vs. 0,27, intervalo interquartil 0,97 e 0,77,
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respectivamente), mas a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P=0,10).
Semelhantemente, mediana do numero de STA por ano de acompanhamento foi maior, mas
ndo significativamente, em criancas sem a-Tal do que naqueles com a-Tal em heterozigose ou
homozigose (mediana 0,22 vs. 0,15, intervalo interquartil 0,47 e 0,13, respectivamente). A
tabela 5 mostra os dados de associacdo entre a-Tal e ocorréncia de STA e transfusdes

sanguineas.

Tabela 5 — Associacdo de a-Tal com o nimero de transfusdes sanguineas, por ano de
acompanhamento, e o niumero de ocorréncias de sindrome toracica aguda (STA), por

ano de acompanhamento, em 208 criancas com anemia falciforme (Hb SS)

N° Trasfusdes/ano N° STA/ano
Gendtipo Valor de Valor de
de o-Tal Média  Mediana P Média Mediana P
oo/ao 0,87 0,42 0,31 0,22
-a/oo 0,47 0,23 0,23 0,15
-o/-a 1,06 1,27 0,051* 0,26 0,34 0,282*

*Teste de Kruskal-Wallis

N&o houve associa¢do significativa entre os genétipos de a-Tal e 0s eventos clinicos e
hematoldgicos analisados em individuos com o genétipo Sp°-tal (dados ndo mostrados). No
nosso estudo, nenhuma crianga com o genétipo Sp°-tal apresentou DCV. Entretanto, quando
comparado as taxas de DCV em individuos SS e Sp’-tal, a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (dados ndo mostrados).

Discussao

A prevaléncia de a-Tal em pacientes com anemia falciforme encontrada neste estudo
foi similar a encontrada em estudos realizados no estado da Bahia (10, 37). Entretanto, ela é
superior a encontrada no estado de Sao Paulo, localizado no sudeste brasileiro (37, 38). Tendo
em vista a possivel associacdo de a-Tal com um curso clinico menos grave da doencga (25, 39)
e, portanto, a involuntaria exclusdo de pacientes menos graves em estudos nao-aleatorizados,
é possivel que tais estudos tenham subestimado a real prevaléncia de a-Tal. Outra possivel

explicacdo é a diferenca no método de diagndstico de a-Tal utilizado nesses estudos.
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Desde a primeira demonstracdo de que a coexisténcia de a-Tal modifica as
caracteristicas hematoldgicas da anemia falciforme (7, 40), esse campo virou alvo de varias
pesquisas envolvendo individuos de vérias origens e nacionalidades.

Em concordancia com outros autores, a analise dos dados laboratoriais do presente
estudo mostrou que as criancas SS com o-Tal possuem uma diminui¢do significativa nos
niveis médios de LEU (9, 11, 14) e reticuldcitos (7, 11-13, 40, 41). Isso provavelmente ocorre
devido a diminuicéo da taxa de hemdlise (8, 11, 42) e células falcémicas irreversiveis (7, 15),
bem como de uma possivel diminuicdo dos fendmenos inflamatorios. Também em
concordancia com outros estudos, os niveis médios de VCM (7-9, 11, 13, 14, 16, 17, 24, 34,
38, 41, 43, 44) e HCM (7, 9, 16, 24, 43, 44) foram significativamente mais baixos nos
sujeitos com a-Tal. Isso ocorre devido a reducdo da sintese de cadeias alfa (45) (41).

N&o houve diferenca significativa nos niveis médios de Hb total entre os grupos com
diferentes gendtipos da a-globina. Este resultado estd em concordancia com alguns estudos
(17, 41), mas em contraste com outros (7-9, 11, 13, 14, 34, 38, 40, 43). Essa divergéncia pode
ser explicada pela diferenca na idade dos sujeitos investigados nos diferentes trabalhos. E
possivel que a diferenca no nivel de hemoglobina total apareca apenas nas criangas mais
velhas e, dessa forma, ndo pode ser detectada no presente estudo (8, 41). Nao houve diferenca
significativa nos niveis médios de Hb F entre os grupos com diferentes genotipos da a-
globina. Este resultado corrobora a maioria dos estudos do género (8, 9, 12, 16, 17, 41, 43).
Entretanto, alguns estudos sugerem que a a-Tal reduza o nivel de Hb F em individuos com
anemia falciforme (7, 46) e outros sugerem que ela eleve (24, 40).

Trabalhos publicados anteriormente tém mostrado associacdo entre algumas
manifestacdes clinicas da anemia falciforme e gendtipos de a-Tal. Para algumas
manifestaces a-Tal teria um efeito protetor e para outras conferiria maior susceptibilidade.

No presente estudo ndo houve associacdo entre a presenca de a-Tal e a ocorréncia de
SEA, corroborando com alguns estudos (10, 13, 19, 25) e discordando de outros (44, 47). A
presenca de a-Tal, aparentemente, esta associada com preservacao da funcao esplénica (23,
24) e com a susceptibilidade a esplenomegalia (7, 14, 43), mas o real efeito sobre a ocorréncia
de SEA permanece controverso. Também n&o houve associagdo entre a presenca de o-Tal e a
ocorréncia de STA, fato apoiado por estudos anteriormente publicados (13, 17, 25, 48).
Outros estudos, entretanto, relataram associag&o significativa destas duas variaveis (7, 19).

No presente estudo, a presenca de a-Tal foi fortemente associada com a diminuigéo do

risco de ocorréncia de DCV. Criangas com DTC condicional foram incluidas no grupo de
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risco para DCV, pois a incidéncia cumulativa de 18 meses de converséo de DTC condicional
para DTC anormal tem sido relatada tdo alta quanto 23% (35). Alguns estudos ja relataram
que a coexisténcia de a-Tal reduz o risco de ocorréncia de AVC (17-21) ou de DTC alterado
(11, 34). Isso pode ser parcialmente explicado pelas modificacdes induzidas pela presenca de
a-Tal na fisiopatologia da anemia falciforme, tais como reducéo dos niveis de leucdcitos e
reticuldcitos, aumento na capacidade de deformacdo dos eritrocitos e sua menor adesdo as
células endoteliais. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para esclarecer como a co-
heranca da o-Tal atuaria na fisiopatologia da doenca e, assim, explicar o efeito protetor
observado.

Nos individuos com o genétipo SB°-tal, ndo houve associacio entre a presenca de a-
Tal e as varidveis hematoldgicas e clinicas analisadas, provavelmente devido ao numero
reduzido de individuos investigados (13 individuos). Trabalhos publicados anteriormente
mostraram que a o-Tal também pode modificar as caracteristicas hematolégicas e clinicas de
sujeitos com o genétipo Sp°-tal (49, 50). E interessante notar que nenhum individuo com o
gen6tipo Sp°-tal apresentou CVD, mesmo aqueles com genétipo o ao/ac. Entretanto, o
nimero de sujeitos analisados com este genotipo foi pequeno demais para chegar a uma
concluséo concreta.

Uma limitacdo deste estudo foi a utilizagdo de registros médicos como fonte de dados
retrospectivos, ja que esses registros foram gerados para acompanhamento clinico e ndo para
realizacdo de pesquisa (51). Embora a amostra final para este estudo (n = 221) represente
55,3% da populacéo total (n = 400) e 78,9% da amostra aleatoria (n = 280), 40 crian¢as ndo
puderam ser encontradas para genotipagem durante o periodo do estudo e estas podem
representar a forma mais branda da anemia falciforme. Além disso, como ja mencionado, 0
nlmero de pacientes com o gendtipo SB°-tal é pequeno para inferéncias a partir da amostra
analisada.

Outros polimorfismos em diversos genes vém sendo identificados como marcadores
de gravidade (52), mas nenhum, isoladamente, prediz, com seguranca, 0 progndstico da
doenca. Destaca-se a necessidade de estudar outros fatores moduladores que possam ser
utilizados em conjunto para definir subfendtipos da doenca, e assim, poderem ser utilizados
como ferramenta clinica no acompanhamento dos pacientes.

Em conclusdo, a prevaléncia de o-Tal do tipo -, em heterozigose ou homozigose,
atingiu quase 30% das criangas neste estudo. Ficou evidenciado o papel protetor da o-Tal

contra o desenvolvimento de DCV em individuos homozigotos SS, assim como seu efeito
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modificador nas caracteristicas hematologicas. Ressalte-se que a amostra de criancas proveio
de uma Uanica fonte (PETN-MG), foi aleatorizada e o acompanhamento seguiu 0 mesmo

protocolo de tratamento num unico ambulatério, o que reforca as conclusdes do estudo.
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9. CONCLUSOES

e A prevaléncia de a-Tal atingiu quase 30% das criancgas estudadas.

e Como na maioria dos estudos realizados no Brasil, o haplétipo CAR foi 0 mais
frequente, seguido do Ben.

e A prevaléncia dos haplotipos CAR e Ben no presente estudo estda em
concordancia com os registros historicos de trafico de escravos para Minas
Gerais.

e Nas criangas SS, a presenca de a-Tal associou-se com a diminuicdo dos niveis
de VCM, HCM, leucocitos e reticuldcitos, e ndo influenciou os niveis de Hb
total, Hb F e plaquetas.

e Nio houve associagdo entre haplétipos BS e 0s niveis de Hb total, Hb F, VCM,
HCM, leucdcitos e reticuldcitos; a associacdo do genotipo Ben/CAR com niveis
elevados de plaquetas ndo possui significado clinico.

e A presenca de a-Tal foi fortemente associada com a diminui¢do do risco de
DCV nas criangas SS.

e Na&o houve associacdo entre os haplotipos B° e 0s eventos clinicos analisados.

e A presenca ou ndo de a-Tal ou o tipo do hapldtipo BS ndo permite prever,
isoladamente, as caracteristicas clinicas da doenca.

e Qutros fatores moduladores devem ser estudados para definir subfendtipos da
doenca e, assim, serem utilizados em conjunto como ferramenta clinica no

acompanhamento dos pacientes.
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10. ANEXOS
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10.2 Anexo 2 — Parecer COEP/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 89/08

Interessado(a): Prof. Marcos Borato Viana
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 16 de maio de 2008, ap6s atendidas as solicitagées de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo de marcadores genéticos
como fatores moduladores na doenca falciforme: heplétipos do
gene da beta-globina e gendtipos da alfatalassemia" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

=

rofa Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa I - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep:@prpq.uting.br
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10.3 Anexo 3 — Parecer CEP-HEMOMINAS

Belo Horizonte, ¢y  de “ovembe de 2007.
OF. CEPn°® 8¢ /12007

REF: Alteracdo dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido dos
projetos CEP 122, CEP 143 CERISY

Prézadas Senhoras,

O Comité de FEtica em Pesguisa da. Fundagio
HEMOMINAS proceden 3 anaise da solicitacio acima refenida,

Ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte), e além disso a
possibilidade de se fazer um banco de amostras para atender as pesquisas
citadas. i

Consideradas as explicagGes fornecidas, as Justificativas e o
modelo de TCLE Proposto para abranger os trés projetos, e ainda og
requisitos dispostos na Resolu¢do n° 196/96. o CEP-HEMOMINAS em
reunido ocorrida nesta data, concluin que a alteragio proposta esta
aprovada, podendo se efetivar conforme solicitado.

Pelo  exposto, encaminhamos a V. Sas. a presente
manifestacdo, e colocamo-nos a disposigdo para o que se fizer NSCeSSATIQ.

Atenciosamente,

S b
A Susie Dutra™
Coordenadora do CEP~HEMOMIN¢'§3?' i e

Cocrdenagon 40 Camid
Etica em pesquisa
Fundacio Hemerninag

IImas. Sras. '
Marina Lobato Martins
Cibele Velloso Rodrigues
Célia Maria Silva
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11 APENDICES

11.1 Apéndice 1 - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conselho Nacional de Saude, Resolugédo 196/96

Pesquisa: Estudo de marcadores genéticos (haplétipos do grupo do gene da globina beta e alfa
talassemia) e a relacdo com os aspectos clinicos e hematoldgicos em pacientes pediatricos
com doenca falciforme acompanhados no Hemocentro Regional de Belo Horizonte — Fundacéo
HEMOMINAS

A anemia falciforme é uma doenca do sangue causada pela alteracdo na forma
das hemécias, que ficam parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal
arredondada. Ela € uma doenca genética, ou seja, 0 pai e a mde podem transmitir para 0s
filhos o gene alterado (hemoglobina S) que leva a doenca. A doenca falciforme causa
diferentes sintomas nos pacientes, com casos mais leves e outros mais graves. A
gravidade da doenca pode ser prevista por avaliacdo clinica ou estar relacionada com
caracteristicas genéticas dos individuos. Nosso objetivo é estudar algumas destas
caracteristicas (dados clinicos como condi¢6es do pulmé&o, dos vasos cerebrais, coracao,
0Ss0s e outros 6rgdos, dados hematologicos, ou seja, composicdo do sangue, fatores
genéticos, como grupos de genes associados ao gene da HbS e alfa talassemia) que
podem influenciar a doenca falciforme. Alguns resultados poderdo ajudar o médico a
conhecer quais 0s pacientes terdo maior risco de ter uma doenga mais grave, e assim
orienta-lo no tratamento mais adequado para evitar as possiveis complicacdes.

E por isso que nds pedimos sua autorizagio para incluir seu(sua) filho(a) nestes
estudos. Caso vocé autorize, vocé ndo terd nenhum custo. Iremos colher um pouco de
sangue da veia (5 ml) da crianca para realizar os testes genéticos. A coleta de sangue
sera feita por um profissional treinado, mas, em alguns casos pode acontecer um
hematoma (cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi introduzida. Caso seja feita
uma coleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta mesma
amostra podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta. O
material coletado ficara guardado no Laboratério de Pesquisa da Fundacdo Hemominas
e serd usado apenas para os fins propostos nestas pesquisas (identificacdo dos grupos de
genes associados ao gene da HbS, e alfa talassemia). Sera necessario coletar dados no
prontuario do seu (sua) filho(a). Além disso, faremos a avaliacdo dos vasos sangliineos
cerebrais através do ultra-som transcraniano, exame simples que nao provoca dor, para
deteccdo de doenca neuroldgica. Este exame sera realizado no Ambulatério do
Hemocentro de Belo Horizonte, como parte da avaliacdo clinica. Os resultados dos
testes clinicos e genéticos serdo anexados ao prontuério do participante. Na divulgacao
dos resultados, o0 nome da pessoa ndo sera mostrado, garantindo sigilo e privacidade.
Também é importante esclarecer que vocé tem toda a liberdade para decidir se quer ou
ndo autorizar a participacdo do seu (sua) filho(a) nestas pesquisas. Se vocé ndo
autorizar, ele ndo sera prejudicado no atendimento, e se desistir durante a pesquisa ndo
sofrerd nenhum prejuizo.

Caso vocé autorize, o material genético (DNA) recolhido para estes estudos
podera ser usado pelos mesmos pesquisadores envolvidos nestas pesquisas em futuras
investigacGes com 0s mesmos objetivos: investigar marcadores genéticos que podem ter
influéncia nas manifestagdes clinicas da doenca falciforme. Neste caso, a amostra da
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crianga serd conservada sem prazo para descarte (Banco de Amostras). Entretanto, o
uso futuro deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal do participante.
Vocé pode negar a permissdo para 0 uso da amostra em estudos futuros, e ainda
participar deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da amostra da crianga, qualquer
novo estudo utilizando esta amostra devera ser avaliado e autorizado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fundac&o. Se a nova pesquisa ndo trouxer beneficios ou riscos
para o participante, vocé ndo serd informado sobre seu uso.

Qualquer davida que vocé tiver, fale com Marina Lobato Martins ou Cibele
Velloso Rodrigues no telefone 3248-4535, nos horarios de 9:00 as 16:00h, para
esclarecimentos, ou com o Professor Marcos Borato Viana, no telefone 31-3409-9773

Eu,

responsavel pelo menor :
apos esclarecimentos, autorizo o pesquisador a inclui-lo(a) nestes estudos.

Data:

Assinatura:

Rua: Bairro:
Cidade: CEP:
Telefone:

Assinatura de criancas com 7 a 12 anos de idade

Quanto ao Banco de Amostras, marque com um X no quadrado abaixo sua
deciséo:

O Aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos
futuros.

0 NAO aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em
estudos futuros.

Assinatura do pesquisador:

Local:

Data: / /

Pesquisadores responsaveis: Célia Maria Silva, Cibele Velloso Rodrigues, Marcos
Borato Viana, Marina Lobato Martins, Mitiko Murao, André Rolim Beliséario e Felipe
Carlos Brito de Souza.

Servico de Pesquisa — Fundacdo HEMOMINAS: 31-3248-4535
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagcdo Hemominas: 31-3248-4587

COEP/ UFMG — COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Av. Presidente Antdnio Carlos 6627, Unidade Administrativo I, 2° andar, sala 2005.
CEP: 31.270-901 — BH — MG / TEL: 3409-4592 / coep@prpg.ufmg
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11.2 Apéndice 2 — Analises Complementares

11.21 Analise Complementar 1

Nesta andlise foram comparados os grupos de individuos com o genétipo SS,
sem o-Tal concomitante (B°/f° e ao/ac; n=152) com o grupo de individuos SB°-tal

também sem o-Tal (n=8), sob os aspectos clinico e hematoldgico.

As médias de VCM e HCM, como esperado pelos dados de literatura, foram
significativamente mais baixas nos individuos Sp°tal. N&o houve diferenca

significativa nos outros indices hematol6gicos (Tabela 1).

Tabela 1 —Indices hematolégicos de criancas com os genétipos SS e Sp°-tal

Criangas com doengca falciforme sem a-Tal
SS (n=152)  SB°-tal (n=8)  valor de P
Hb total (g/dl) 7,99+1,210 8,24+1,21 0,189+
VCM (fl) 93,0546,867 73,8412 52 <0,000t
HCM (pg) 29,52+2,353 22,51+1,61 <0,000t
LEU(10%L) 17,14+4,208 15,12+6,2 0,3§
PLAQ (10%L) 396,02+83,05 372,27+96,78 0,382%
Hb F (%) 19,59+9,155 23,93+8,85 0,164+

Retic (%) 15,844,715 15,7+7,96 0,662+
+Teste de Mann-Whitney

§Teste t de Student

A ocorréncia de sequstro esplénico agudo (SEA) até 30 meses de idade foi maior
no grupo de individuos com o genétipo SS quando comparado com o grupo Sp°-tal, mas

a diferenca néo foi estatisticamente significativa (32,2% vs 25%; P=1,0; Tabela 2).

A doenga cerebrovascular (DCV = individuos com AVC isquémico+individuos
com Doppler transcraniano alterado) ocorreu em 24,6% dos individuos com o gendtipo
SS (n=107) e em nenhum dos individuos com o genétipo Sp°-tal (n=7). Essa diferenca
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ndo foi estatisticamente significativa (P=0,19; Tabela 2), mas é recomendavel aumentar

0 nUmero de individuos na amostra.

Tabela 2 - Ocorréncia de SEA até 30 meses de idade e de DCV em individuos SS e

Sp°-tal sem a co-heranca de o-Tal

SEA até 30 meses (n=160) DCV (n=114)
Valor de Valor de
Genotipo Sim Néo P Sim N&o P
SS 49 (32,2%) 103 (67,8%) 28 (24,6%) 79 (75,4%)
SpP-tal 2 (25%) 6 (75%) 1,007 0 (0%) 7 (100%) 0,197

tTeste exato de Fisher

A mediana do nimero de transfusdes por ano de acompanhamento foi levemente
maior no grupo de individuos com o genétipo Sp°-tal quando comparado com o grupo
de individuos SS, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (P=0,85;
Tabela 3).

A mediana do nimero de sindrome torécica aguda (STA) por ano de
acompanhamento foi exatamente igual nos grupos de individuos SS e S°-tal (P=0,97).

Tabela 3 — NUumero de transfusdes e de STA, por ano de acompanhamento, em
individuos SS e Sp°-tal sem a co-heranca de a-Tal

N° Trasfusdes/ano N° STA/ano
Genotipo Média  Mediana Valor de P Média  Mediana Valor de P
SS 0,847 0,41 0,305 0,215
SpP-tal 0,525 0,475 0,85* 0,298 0,215 0,97*

* Teste de Mann-Whitney

11.22 Analise Complementar 2
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Esta andlise teve como objetivo comparar os indices hematoldgicos dos
individuos com o gendtipo SS e apenas trés genes alfa funcionais (B°/p° e ao/-a*’;

n=59), com os individuos Sp’-tal sem a-Tal (ao/ce; N=8).

O VCM e o HCM do grupo de individuos Sp°-tal e sem a-Tal foi
significativamente menor quando comparado com o grupo de individuos SS e aa/-o>".
N&o houve diferenca estatisticamente significativa nos outros indices hematoldgicos
(Tabela 1). Conforme ja demonstrado na parte principal do estudo, a co-heranca de -0’
em homozigose ou heterozigose, nos individuos SS determina queda estatisticamente
significativa de VCM e HCM. O que se demonstra nesta analise complementar € que,
comparativamente, a heranca de um alelo p°-tal em individuos ao/ao determina uma

queda mais acentuada dos indices do que a heranca de -a*/aa em individuos SS.

Tabela 1 — Indices hematoldgicos de criancas com os genétipos SS (ao/-a>") e SB°-

tal (ao/00)
Criancas com doenca falciforme
SS e aa/-o>’  SB-tal e aa/or

(n=59) (n=8) valor de P

Hb total (g/dl) 8,13+1,214 8,24+1,21 0,504t

VCM (fl) 85,58+5,51 73,8442,52 <0,000*

HCM (pg) 26,91+1,824 22,51+1,61 <0,000*

LEU(10%L) 14,99+3,569 15,12+6,2 0,942%

PLAQ (109/L) 397,56+80,02 372,27+96,78 0,384¢8
Hb F (%) 18,41+9,636 23,93+8,85 0,124+

Retic (%) 14,44+4745 15,7+7,96 0,985t
tTeste de Mann-Whitney

§Teste t de Student

11.23 Analise Complementar 3
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Esta andlise teve como objetivo comparar os indices hematoldgicos dos

individuos com o genétipo SS e apenas dois genes alfa funcionais (-a*"/-o>"; n=3), com

os individuos SB°-tal sem a-Tal (ow/ocr; N=8).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre esses dois grupos com
relacdo aos indices hematologicos (Tabela 1). O efeito da delecdo de dois genes alfa
sobre VCM e HCM seria semelhante ao do alelo p°-tal. Cumpre ressaltar o n(imero
pequeno de individuos em ambos 0s grupos, o que requer cautela na interpretacdo dos

resultados.

Tabela 1 — indices hematolégicos de criancas com os genétipos SS (-a>"/-a*") e SB°-

tal (co/aa)
Criancas com doenca falciforme
SSe-a*/-a®"  Sp-tal e aa/oa
(n=3) (n=8) valor de P

Hb total (g/dl) 8,3+0,75 8,24+1,21 0,838+
VCM (fl) 71,93+3,2 73,84+2,52 0,307+
HCM (pg) 21,7+1,452 22,51+1,61 0,307+
LEU(10%L) 11,1+1,577 15,12+6,2 0,136
PLAQ (10%/L) 386+95,383  372,27+96,78 0,768
Hb F (%) 13,33+5,507 23,9348,85 0,11t
Retic (%) 13,2+1,9 15,7+7,96 0,838+

tTeste de Mann-Whitney

§Teste t de Student

11.3 Apéndice 3 — Genotipagem da Talassemia Alfa
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Peso 71T
molecular aa/aa -0*7/-a*" aa/a-37

Lis (2350 pb)
2500 pb

«2(1800 pb)
1500 pb

Figura 1: Fotografia do gel de agarose 1% contendo produtos da PCR Multiplex para genotipagem
da alfa-talassemia. Nas canaletas 2, 3 e 4 estédo amostras com os genoétipos aa/aa, -a37/-a37 e aal-
o37, respectivamente. Na canaleta 1 e 6 foi aplicado o padrdo de peso molecular em escala de 500
pares de base. As setas azul, verde e vermelha indicam, respectivamente, as bandas do gene
controle LIS, delegdo -a37 e do gene a2.

11.4 Apéndice 4 — Genotipagem dos haplétipos °

781 pb
600 pb

436 pb
345 pb

Figura 1: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do gene Cy, utilizado para
determinacgdo dos haplétipos do agrupamento de genes da B-globina. Na canaleta 1 foi
aplicado o padrdo de peso molecular em escala de 100 pares de base. As setas vermelha, verde e
azul indicam, respectivamente, sujeitos com 0s genotipos (-/-), (+/-) e (+/+) para o sitio de restricao
da enzima HindlIl.
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Figura 2: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do gene 5°B, utilizado para
determinacdo dos hapldtipos do agrupamento de genes da B-globina. Na canaleta 1 foi
aplicado o padrdo de peso molecular em escala de 100 pares de base. As setas vermelha e verde

indicam, respectivamente, sujeitos com os genotipos (-/-) e (+/-) para o sitio de restricdo da enzima
Hinfl.

600 pb

Figura 3: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do gene 3'¥B, utilizado para
determinagé@o dos haplotipos do agrupamento de genes da B-globina. Na canaleta 1 foi aplicado o
padrdo de peso molecular em escala de 100 pares de base. As setas vermelha, verde e azul
indicam, respectivamente, sujeitos com os genétipos (-/-), (+/-) e (+/+) para o sitio de restricio da
enzima Hincll.

600 pb

Figura 4: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do gene W, utilizado para
determinagéo dos haplétipos do agrupamento de genes da B-globina. Na canaleta 1 foi aplicado o
padrdo de peso molecular em escala de 100 pares de base. As setas vermelha e azul indicam,
respectivamente, sujeitos com os genétipos (-/-) e (+/+) para o sitio de restricdo da enzima Hincll.
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Figura 5: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do gene Ay, utilizado para
determinagéo dos haplotipos do agrupamento de genes da B-globina. Na canaleta 1 foi aplicado o
padrao de peso molecular em escala de 100 pares de base. As setas vermelha e verde indicam,
respectivamente, sujeitos com os genétipos (-/-) e (+/-) para o sitio de restricao da enzima HindlII.

655 pb
600 pb

Figura 6: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do gene 5°Cy, utilizado para
determinagéo dos haplotipos do agrupamento de genes da B-globina. Na canaleta 1 foi aplicado o
padrao de peso molecular em escala de 100 pares de base. A seta vermelha indica um sujeito com
0s gendtipos (-/-) para o sitio de restriao da enzima Xmnl.

11.5 Apéndice 5 — Genotipagem do alelo p°

600 pb —— 381 pb

201 pb
180 pb

Figura 1: Fotografia do gel de agarose 3% contendo produtos da RFLP do fragmento do gene da (-
globina. Na canaleta 1 foi aplicado o padrdo de peso molecular em escala de 100 pares de base. As
setas vermelha e verde indicam suijeitos com os genotipos (-/-) e (+/-) para os sitios de restrido da
enzima Ddel, caracterizando os genotipos SS e SB°-tal, respectivamente.
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