Paulo do Val Rezende

Estudo das manifestagdes clinicas e hematolégicas da doenga falciforme
subtipos SC e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas

Gerais

Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Medicina
Belo Horizonte
2016



Paulo do Val Rezende

Estudo das manifestagdes clinicas e hematolégicas da doenga falciforme
subtipos SC e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas

Gerais

Texto a ser apresentado ao Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias da Saude da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, Area de Concentragdo: Saude da
Crianca e do Adolescente, como requisito

para obtencao do titulo de Doutor.

Orientador: Marcos Borato Viana



Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Medicina
Pés-graduagcao em Ciéncias da Saude
Area de Concentragdo Satde da Crianca e do Adolescente

Reitor: Prof. Jaime Arturo Ramirez

Vice-Reitora: Profa. Sandra Regina Goulart Almeida

Pré-Reitora de Pos-graduacéao: Profa. Denise Maria Trombert de Oliveira
Pro-Reitor de Pesquisa: Prof. Ado Joério

Faculdade de Medicina

Diretor: Prof. Tarcizo Afonso Nunes
Vice-diretor: Prof. Humberto José Alves

Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da Saude - Area de Concentragdo
Saude da Crianca e do Adolescente

Coordenador do Centro de Pds-Graduacgao: Prof. Luiz Armando Cunha de
Marco

Subcoordenador do Centro de Pés-Graduacdo: Prof. Edson Samesima
Tatsuo

Chefe do Departamento de Pediatria: Profa. Maria do Carmo Barros de Melo

Coordenador do Programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias da Saude — Area
de Concentragdo em Saude da Crianca e do Adolescente: Prof. Eduardo
Araujo Oliveira

Subcoordenador do Programa de Pés-Graduacdo em Medicina - Area de
Concentragao em Pediatria: Prof. Jorge Andrade Pinto

Colegiado do Programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias da Saude — Area de
Concentragao em Saude da Crianca e do Adolescente:

Profa. Ana Cristina Simdes e Silva — Titular

Prof. Leandro Fernandes Malloy Diniz - Suplente
Prof. Eduardo Araujo de Oliveira - Titular

Profa. Eleonora Moreira Lima - Suplente

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira - Titular

Prof. Cassio da Cunha Ibiapina - Suplente

Prof. Jorge Andrade Pinto - Titular

Profa Helena Maria Gongalves Becker — Suplente
Profa. Juliana Gurgel — Titular

Profa Ivani Novato Silva - Suplente

Profa. Maria Candida Ferrarez Bouzada Viana — Titular
Profa Luana Caroline dos Santos - Suplente

Prof. Sérgio Veloso Brant Pinheiro — Titular

Prof. Marcos José Burle de Aguiar - Suplente
Profa Roberta Maia de Castro Romanelli — Titular
Profa. Débora Marques de Miranda - Suplente



“Com grandes poderes vém grandes responsabilidades”

Benjamin Parker

4



As criancas com anemia falciforme, pelo exercicio
diario de luta pela vida, e as suas familias, pelo

exemplo de dedicagao.



Agradecimentos

Ao Professor Marcos Borato Viana, pelo privilégio de receber sua
orientacao e atengao durante cada passo da elaboracido deste trabalho. Sua
dedicagao singular ajudou-me a lidar com as dificuldades inerentes ao
processo de pesquisa cientifica e aproveitar essa gratificante experiéncia.

Aos funcionarios da Fundacdo Hemominas, pelo apoio e colaboragao
na busca dos prontuarios para a coleta de dados.

Aos funcionarios do NUPAD, pelo apoio em diversas fases do projeto.

Aos académicos de medicina, enfermagem e bioquimica, que
participaram dessa pesquisa com empenho e responsabilidade.

Ao André Belisario pela realizagao e apoio nos exames moleculares.

A Dra. Célia Maria Silva pela disponibilidade na realizacdo dos exames
de Doppler transcraniano.

A todos os colegas do Servico de Hematologia Pediatrica e de
Hematologia Geral do Hospital das Clinicas - UFMG, pelo apoio,
companheirismo e disponibilidade para ajudar nos momentos em que o
tempo urge a nossa frente.

A todos os meus amigos e familiares, pelo apoio em todos os
momentos.

A Deus, por Sua energia constante e por essa oportunidade de
aprendizado e crescimento.

Aos meus pais, pelo exemplo de carater e dedicacéo.

A Beth e Dindinha, presencas insubstituiveis e carinho inesgotavel.

A Tati, pelo amor sem fronteiras, paciéncia, compreensdo e
cumplicidade em cada passo de nossas vidas.

Ao Billie Joe, pelo companheirismo durante toda a sua vida.

Ao Rafael e Victor por me lembrarem todos os dias que vale a pena
viver.

A todos vocés, agradeco de coragéao!



Sumario

Lista de abreviaturas, siglas e acrénimos 9
Resumo 11
Abstract 13
Lista de tabelas 15
Lista de figuras 16
1. Introducgao e Justificativa 17
2. Reviséao bibliografica 18
2.1. Anemia falciforme 18
2.2. Hemoglobinopatia SC 24
2.2.1. Aspectos historicos 24
2.2.2. Fisiopatologia 25
2.2.3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais 26
2.2.4. Tratamento 35
2.3. Hemoglobinopatia SD 41
2.3.1. Aspectos historicos 41
2.3.2. Fisiopatologia 43
2.3.3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais 44
2.3.4. Tratamento 46
3. Objetivos 48
3.1. Objetivo geral 48
3.2. Objetivos secundarios 48
4. Casuistica e métodos 49
4.1 Delineamento e local de realizagao 49
4.2 Programa Estadual de Triagem Neonatal para Doencga Falciforme de
Minas Gerais 49
4.3 Populagao estudada, critérios de inclusao e exclusao 51
4.3.1. Hemoglobinopatia SD 52
4.3.2. Hemoglobinopatia SC 53

4 .4 Coleta de Dados

55




4.5 Aspectos Eticos 57
4.6 Analise Estatistica 58
4.7 Financiamento 59
. Resultados 60
5.1. Hemoglobinopatia SD 60
5.2. Hemoglobinopatia SC 68
5.2.1. Mortalidade e curva de sobrevida (n=539) 68
5.2.2. Caracterizacdo da amostra de criangcas em que o TCLE foi
colhido (n=461) 70
5.2.3. Caracteristicas clinicas 73
5.2.4. Co-heranca de alfa talassemia 80
. Discussao 83
6.1. Hemoglobinopatia SD 83
6.2. Hemoglobinopatia SC 83
. Conclusdes 96
7.1. Hemoglobinopatia SD 96
7.2. Hemoglobinopatia SC 97
. Referéncias Bibliograficas 99
. Anexos 120




Lista de abreviaturas, siglas e acréonimos

BS- Gene mutante S da cadeia da beta globina

B°- Gene mutante C da cadeia da beta globina

BP- Gene mutante D da cadeia da beta globina

AVC - Acidente Vascular Cerebral

BH - Belo Horizonte

CHCM - Concentragao de hemoglobina corpuscular média

CVO - Crises vaso-oclusivas dolorosas

DHL - desidrogenase latica

DTC - Doppler transcraniano

DP - Desvio padrao

Hb — Hemoglobina

HBH - Hemocentro de Belo Horizonte

Hb A — Hemoglobina A

Hb A2 - Hemoglobina A2

Hb AS - Trago S ou traco falciforme

Hb C - Hemoglobina C

Hb D - Hemoglobina D

Hb F - Hemoglobina Fetal

Hb S - Hemoglobina S

Hb SS - Hemoglobinopatia SS

Hb SC - Hemoglobinopatia SC

Hb SD - Hemoglobinopatia SD

HCM - Hemoglobina corpuscular média

HEMOMINAS - Fundagao Centro de Hematologia e Hemoterapia de

Minas Gerais

HPLC - High Performance Liquid Chromatography -
Cromatografia Liquida de Alta Resolugao

HU — Hidroxiureia

IEF - Isoelectric focusing - Eletroforese por focalizagao isoelétrica

MA — Microalbuminuria

MG - Minas Gerais

n - numero de individuos na amostra ou populagao

NACF - Necrose avascular de cabeca de fémur



NUPAD - Nucleo de Agbes e Pesquisa em Apoio Diagnéstico
da Faculdade de Medicina da UFMG
PAE-Cehmob — Programa de atencédo as especialidades médicas do
Centro de educacgao e apoio para hemoglobinopatias
PCR-RFLP - Reacédo em cadeia da polimerase seguida de restricao
enzimatica
PSAP — Pressao sistdlica de artéria pulmonar
PTN - Programa Estadual de Triagem Neonatal
RMA - Ressonancia magnética angiografica
RNM - Ressonancia nuclear magnética
SB” talassemia - Gendtipo duplo heterozigoto para hemoglobina S e B*
talassemia
SB° talassemia - Gendtipo duplo heterozigoto para hemoglobina S e B°
talassemia
SC — Gendtipo duplo heterozigoto para hemoglobinas Se C
SD — Gendtipo duplo heterozigoto para hemoglobinas S e D
SEA - Sequestro Esplénico Agudo
SNC - Sistema Nervoso Central
SPSS -Statistical Package for the Social Sciences
STA — Sindrome toracica aguda
SUS - Sistema unico de saude
TCE — Traumatismo cranioencefalico
TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido
TCTH — Transplante de células tronco hematopoéticas
UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais
VCAM 1 - moléculas celulares de adesao vascular
VCM - Volume corpuscular médio

VMMax — Velocidade média-maxima

10



Resumo

Introdugdo e Objetivos: As hemoglobina SC e SD sao variantes da doenca
falciforme (DF). A hemoglobinopatia SC é a segunda variante mais comum
da DF no mundo, logo depois da hemoglobinopatia SS. Entre as variantes
SD, a SD-Punjab (HBB:c.364G>C; p.Glu121GIn) parece ser o subtipo mais
comum descrito na literatura mundial, com prevaléncia mais elevada no norte
da india. Outra variante é a HbSD-Korle-Bu (HBB:c.220G>A; p.Asp73Asn),
descrita originalmente em Gana e cuja gravidade clinica parece ser leve. Os
objetivos do presente estudo foram conhecer a prevaléncia e a historia
natural da hemoglobinopatia SC, e caracterizar os subtipos moleculares,
estimar a prevaléncia em MG e tragar a historia natural da doenga SD em
recém-nascidos (RN) diagnosticados pelo Programa de Triagem Neonatal—
MG e encaminhados para a Fundagdo Hemominas.

Metodologia: Coorte de 21 RN com hemoglobinopatia SD e 461 com SC
nascidos entre janeiro de 1999 e dezembro de 2012. Foram avaliadas
manifestagdes clinicas, laboratoriais e genéticas das duas entidades.
Resultados: a) Hemoglobinopatia SC: 47,5% das 461 criangas eram do
género feminino; mediana de idade de 9,2 anos. As médias dos valores dos
exames hematologicos foram: hemoglobina 10,5 g/dL; reticuldcitos 3,4%;
leucometria 11.236/mm?; plaquetometria 337.098/mm> e Hb fetal 6,3%.
Eventos clinicos: SEA em 14,8%, crises dolorosas 74,6%, hemotransfusao
23,4%, AVC isquémico 0,2%. Doppler transcraniano foi feito em apenas
15,4% das criangas, todos normais se utilizados os mesmos valores de
referéncia de pacientes SS. Dez pacientes usaram hidroxiureia, todos com
melhora das crises dolorosas. Retinopatia foi observada em 20,3% das 59
criangas que realizaram fundoscopia. Necrose avascular foi detectada em 7
de 12 pacientes avaliados, com predominio em fémur esquerdo.
Ecocardiograma compativel com hipertensdo pulmonar foi registrado em
4,6% de 130 criangas, com média estimada de 33,5 mm Hg de PSAP.
Pesquisa de co-heranca de alfa talassemia: 78 de 387 criangas (20,2%)
apresentaram delecdo do tipo -o>’. O risco das criangas sem alfa talassemia
para apresentarem CVO, infeccdes, transfusdes de concentrado de hemacias
e SEA foi 1,7 ,1,3, 2,9 e 15 vezes maior do que no grupo com co-heranga de

alfa talassemia, respectivamente. Foi observada associacao estatisticamente
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significativa entre a co-heranca de alfa talassemia e niveis mais baixos de
VCM, HCM, contagem de reticulécitos e leucometria. A taxa de mortalidade
por todas as causas foi de 4,3%; b) Hemoglobinopatia SD: ldentificaram-se
11 criangas com a variante SD-Punjab (1:420.000), 8 S-Korle-Bu (1:480.000)
e nenhuma outra variante D. Em 4 casos nao se obteve amostra para
analise. Dados basais médios de SD-Punjab e S-KorleBu: hemoglobina 8,1 e
12,1 g/dL (p<0,001), leucometria 13.970 e 10.850/mm> (p=0,02),
plaquetometria 361.000 e 330.000/mm?® (p=0,4), reticuldcitos 7,7 e 1,0%
(p=0,002), Hb fetal 14,8 e 6,0% (p=0,02), Hb S 45,1 e 50% (p=0,28), Hb D
36,3 e 41% (p=0,08); saturimetria de O, 91,9 e 97% (p=0,002). Eventos
clinicos, na mesma ordem: sequestro esplénico agudo 2 vs 0; crises
dolorosas 8 vs 2; hemotransfusio 5 vs 0; hidroxiureia por crises repetidas de
dor 3 vs 0. Nenhum Doppler transcraniano (14 criangas) foi anormal.

Conclusées: A gravidade das manifestagdes clinicas na doengca SC parece
ser realmente menos intensa do que na forma SS. Contudo as complicacdes
agudas e lesbes de o6rgaos-alvo podem também ocorrer com intensidade
variada. A triagem neonatal precoce e o estudo genético sistematico da co-
heranga de alfa talassemia podem ser Uteis para o seguimento desses
pacientes e orientagdo familiar sobre o prognéstico da doenca. O curso
clinico e exames hematoldégicos das criangas com hemoglobina S/D-Punjab
foram muito semelhantes aqueles com hemoglobinopatia SS. Em contraste,
criangcas com hemoglobina S-Korle Bu tiveram curso clinico e laboratorial

semelhante aqueles com traco falciforme.

Palavras-chave: Doenga falciforme; Hemoglobinopatia SC; Hemoglobina D-
Punjab; Hemoglobina Korle-Bu; Crianga; Triagem neonatal; Nupad-UFMG,;
Sobrevida; Tratamento; Sequenciamento génico; Enzima de restricdo EcoRI;

haplotipos; alfa talassemia.
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Abstract

Introduction and Objectives: The hemoglobin SC and SD are variants of
sickle cell disease (SCD). The hemoglobinopathy SC is the second most
common variant of SCD in the world, right after the SS genotype. Among the
variants SD, SD-Punjab (HBB: c.364G> C; p.Glu121GIn) seems to be the
most common subtype described in the literature, with higher prevalence in
Northern India. Another variant is the HbS-Korle-Bu (HBB: c.220G> A;
p.Asp73Asn), originally described in Ghana and whose clinical severity
appears to be mild. The objectives of this study were to determine the
prevalence and natural history of the hemoglobinopathy SC, and to
characterize the molecular subtypes, to estimate the prevalence in Minas
Gerais and describe the natural history of SD disease in newborns screened
as part of the Neonatal Screening Program in the Brazilian state of Minas
Gerais and treated at Hemominas Foundation.

Methodology: Cohort of 21 infants with hemoglobinopathy SD and 461 with
SC born between January 1999 and December 2012. The clinical, laboratory
and genetic manifestations of the two entities were evaluated.

Results: a) Hemoglobinopathy SC: 47.5% of 461 children were female;
median age of 9.2 years. The mean values of blood tests were: hemoglobin
10.5 g/dL; reticulocytes 3,4%; white blood cell count 11,236/mm3; platelet
count 337,098/mm3 and fetal Hb 6.3%. Clinical events: ASSC 14.8%, painful
crises 74.6%, blood transfusion 23.4%, overt stroke 0.2%. Transcranial
doppler was done in only 15.4% of the children. They were all normal if used
the same current reference values for SS patients. Ten children used
hydroxyurea, all with improvement of painful crises. Retinopathy was
observed in 20.3% of 59 children who underwent ophthalmoscopy. Avascular
necrosis was detected in 7 of 12 patients evaluated, predominantly in the left
femur. Echocardiogram compatible with pulmonary hypertension was
recorded in 4.6% of 130 children, with an estimated average systolic
pulmonary artery pressure of 33.5 mm Hg. Co-inheritance of alpha
thalassemia: 78 of 387 children (20.2%) had a deletion type -a>’. The risk of
children without alpha thalassemia to present painful crises, infections, blood
transfusions and ASSC was 1.7, 1.3, 2.9 and 15 times greater than in the

group with alpha thalassemia co-inheritance, respectively. Statistically
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significant association was observed between alpha thalassemia co-
inheritance and lower levels of MCV, MCH, reticulocyte count and white blood
cell count. The mortality rate from all causes was 4.3%; b) Hemoglobinopathy
SD: 11 children with SD-Punjab variant (1: 420,000;), 8 S-Korle-Bu (1:
480,000) and no other variant of HbD were identified. In 4 cases, samples for
analysis were missing. Mean baseline data of SD-Punjab and S-KorleBu:
hemoglobin 8.1 and 12.1 g/dL (p <0.001), white blood cell count 13,970 and
10,850/mm3 (p=0.02), platelet count 361,000 and 330,000/mm3 (p=0.4),
reticulocytes 7.7 and 1.0% (p=0.002), fetal Hb 14.8 and 6.0% (p=0.02), HbS
45.1 and 50% (p=0.28), Hb D 36.3 and 41% (p=0.08); oxygen saturation 91.9
and 97% (p=0.002). Clinical events in the same order: acute splenic
sequestration crises (ASSC) 2 vs 0; painful crises 8 vs 2; blood transfusion 5
vs 0; hydroxyurea because of repeated pain crises 3 vs 0. No transcranial
Doppler (14 children) was abnormal

Conclusions: The severity of clinical manifestations in SC disease appears to
be indeed less intense than in the SS form. However acute complications and
organ damage may also occur with varying intensity. Early neonatal screening
and systematic genetic study of alpha thalassemia co-inheritance can be
useful for the follow-up of these patients and for family counseling about
disease prognosis. The clinical course and blood cell counts of children with
hemoglobin S/D-Punjab were very similar to those with hemoglobinopathy SS.
In contrast, children with S-Korle Bu hemoglobin had clinical and laboratory

course similar to those with sickle cell trait.

Keywords: sickle cell disease; hemoglobinopathy SC; hemoglobin D-Punjab;
hemoglobin Korle-Bu; children; neonatal screening; Nupad-UFMG; survival,
treatment; gene sequency; restriction enzyme EcoRI; haplotypes; alpha

thalassemia.
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1. Introducgao e Justificativa

A doenca falciforme caracteriza-se pelo predominio da hemoglobina S
(HbS) sobre outras hemoglobinas. O gene mutante da cadeia da beta globina
(BS) pode encontrar-se em homozigose ou em combinagdo com outras
mutagbes que causam anormalidades hereditarias das hemoglobinas. As
hemoglobinas variantes que se associam mais frequentemente com a HbS
sdo a hemoglobina C (HbC) e a hemoglobina D (HbD), além de mutagdes
que resultam em beta-talassemia. Essas combinagdes dao origem a
hemoglobinopatia SC, hemoglobinopatia SD-Punjab e a S/beta-talassemia,
respectivamente.

O total de pacientes com doenca falciforme no Brasil € de 25.000 a
30.000 casos com cerca de 3.500 casos novos por ano (1). Em Minas Gerais
foi detectado um em cada 1.313 nascidos com doenca falciforme (SS, SC, S
8 -talassemia, e SD) (2). A homozigose para a HbS é o subtipo mais comum
da doenga falciforme, seguida da hemoglobinopatia SC(3). A
hemoglobinopatia SD parece ser muito rara; ela engloba o subtipo SD-
Punjab, aparentemente mais grave, e outros subtipos ndo-Punjab, de curso
clinico pouco conhecido ou, mesmo, desconhecido.

Em Minas Gerais, os recém-nascidos que apresentam resultado de
exame compativel com qualquer hemoglobinopatia sdo encaminhados a um
dos centros regionais da Fundagdo Hemominas. O acompanhamento a esses
pacientes segue o Protocolo para Portadores de Sindromes Falciformes,
elaborado pela equipe multiprofissional. Este protocolo consiste de
acompanhamento clinico trimestral das criancas, bem como assisténcia
global da equipe multiprofissional (4).

A prevaléncia da hemoglobinopatia SC em criangas com doenga
falciforme triadas pelo Programa de Triagem Neonatal de MG (PTN-MG) é
um pouco mais baixa do que a da forma homozigética (Hb SS). A gravidade
das manifestagdes clinicas parece ser menos intensa, exceto quanto a
retinopatia proliferativa e necrose da cabeca do fémur. A prevaléncia da
hemoglobinopatia SD € desconhecida em Minas Gerais.

Nota-se que a grande maioria dos dados disponiveis na literatura
sobre as caracteristicas e evolugao clinico-laboratorial das criancas com

hemoglobinopatia SC e SD ¢é proveniente de outros paises. Com o presente
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estudo, pretende-se conhecer a prevaléncia e a histéria natural das
hemoglobinopatia SC e SD em criangas com doenga falciforme triadas pelo
PTN-MG e acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da
Fundacdo Hemominas. Pretende-se, ainda, que as informacdes obtidas
sejam repassadas ao sistema de saude e que sejam do conhecimento de
equipes de saude e dos familiares.

A triagem neonatal precoce, com realizagdo sistematica de estudo
genético das variantes de hemoglobina D, pode ser de grande utilidade no
acompanhamento dos pacientes e orientagdo familiar, ja que a evolugao
clinica pode ser distinta, conforme a variante encontrada.

Os beneficios da pesquisa sdo de ordem tedrica e pratica. O primeiro,
pelo valor cientifico esperado e o segundo, pelo conhecimento mais
aprofundado do perfil clinico e laboratorial das criangas com doenca das
hemoglobinas SC e SD em nosso meio, visando a a¢des de saude preventiva
e curativa.

Devido ao curso relativamente benigno da historia natural da
hemoglobinopatia SC, a doenga néo é tdo bem estudada como nos pacientes
com hemoglobinopatia SS (3, 5-10) e esta constitui uma das razbées do

presente estudo.

2. Reviséao bibliografica

2.1. Anemia Falciforme

A anemia falciforme é uma das doencas hereditarias mais comuns no
Brasil (11). Foi descrita pela primeira vez em 1910 por um cardiologista de
Chicago, James Herrick. Trata-se de uma mutagcdo no gene que codifica a
cadeia beta da globina, localizado no cromossoma 11. Como consequéncia
dessa mutagao, ocorre a troca do acido glutdmico pela valina na posi¢ao 6,
originando a hemoglobina HbS, em substituicdo a hemoglobina normal, a
hemoglobina A (HbA). A troca do aminoacido acarreta alteracbes nas
propriedades da hemoglobina, tornando a HbS mais propensa a
polimerizagao, quando desoxigenada (12).

A HbS teve origem nos continentes africano e asiatico, de forma

independente. Sua introducdo no Brasil remete ao periodo da escravidao,
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quando da imigracao forgada de negros. Embora a incidéncia precisa da HbS
no Pais ainda nao esteja estabelecida, estima-se que 3 a 8% da populacao
brasileira apresentem o traco falciforme, de acordo com a amplitude da
fixagao original e do fluxo da populagao negra em cada regiao do Pais.

Segundo dados do PTN-MG, nos primeiros seis meses do programa,
de margo a agosto de 1998, foram triados 128.326 recém-nascidos. A
incidéncia para Hb SS foi de 1:2.800 e para Hb SC de 1:3.450 nascimentos
(13). Dados mais recentes mostram uma incidéncia da doencga falciforme em
Minas Gerais de 1:1.400 recém-nascidos triados. Em uma dissertagao de
mestrado (14), a incidéncia do traco falciforme (Hb AS) foi de 3,3% em um
total de mais de um milh&o de criangas triadas.

A hemoglobina humana resulta da combinagcdo de duas cadeias
polipeptidicas a e duas 3. A producédo de cada tipo de cadeia é controlada
por genes a e [3, localizados em cromossomas distintos, de numeros 16 e 11,
respectivamente. Os individuos adultos possuem perfil hemoglobinico do tipo
AA (az2B2), com pequena porcentagem de HbF (a,Y2) e de HbA2 (a20,).

A transmissao do gene BS na anemia falciforme ocorre por herancga
autossdmica recessiva. A pessoa € considerada doente se apresenta
homozigose para o gene [33 e portadora do trago falciforme, se possui um
gene selvagem (B*) e um alterado (B°). Portanto pais heterozigotos (AS)
apresentam 25% de probabilidade estatistica de conceberem filhos sem
doenca, 50% de heterozigotos e 25% de filhos com anemia falciforme.

Por definicdo, a doencga falciforme é termo genérico para o grupo de
desordens genéticas caracterizadas pela predominancia da HbS em relagao
a outros tipos de hemoglobina. Essas desordens incluem a hemoglobinopatia
SS, S-Btalassemia e outras em que a HbS esta associada com outra

hemoglobina variante, por exemplo, SC, SD, SE, SO

, etc. Apesar de
particularidades que as distinguem e de graus variados de gravidade, todas
essas doengas possuem manifestagdes clinicas e hematoldgicas bastante
semelhantes.

A mutacdo do gene B° estd associada a diferentes haplotipos p°,
padrées de agrupamentos polimoérficos que podem ser reconhecidos por
meio de enzimas de restricdo ou de outras técnicas. Eles sdo nomeados de
acordo com a regiao geografica em que tiveram origem de forma

predominante, dentro dos continentes africano ou asiatico. Os haplétipos
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mais conhecidos sado Republica Central Africana (CAR ou Bantu), Benin,
Senegal, Arabe-indiano e Camardes (15, 16). A classificacdo desses
haplétipos baseia-se nos artigos de Orkin et al (17) e Nagel et al (16). Ha
evidéncias inequivocas da origem independente da mutagdo responsavel
pela hemoglobina S em cada uma dessas regides (18). A estreita relagao da
introducédo do gene BS no continente americano com o uso de mao de obra
escrava pelo processo de colonizagao € evidenciada pela alta prevaléncia de
haplétipos de origem africana em nosso meio, como CAR, Benin e Senegal.
No Brasil, estudos mostram a maior prevaléncia dos haplétipos CAR e Benin,
0 que coincide com a regidao de origem do fluxo imigratério dos escravos
segundo registros histéricos, predominantemente do Congo, Gana/Benin e
Angola (18-22). Algumas diferengas regionais em relagao a predominancia de
determinado haplétipo séo justificadas pela origem, quantidade e fluxo de
migracao interna de escravos africanos no pais. Em Minas Gerais, dados
historicos revelam que a maior parte dos escravos desembarcaram no pais
em Salvador ou no Rio de Janeiro, provenientes da Africa Central e Benin
(23, 24). Belisario et al relataram em 2010 que a prevaléncia dos haplétipos
BS CAR e B° Benin em 206 criangcas com hemoglobinopatia SS (412
cromossomos), em tratamento na Fundagdo Hemominas, foi 57.0% (235
cromossomos) e 41.5% (171 cromossomos), respectivamente. Foram
encontrados somente dois cromossomos com provavel origem asiatica e
quatro foram considerados atipicos (24).

Além da importancia antropolégica relacionada a origem geogréfica e
distribuicdo da doenca falciforme pelo mundo, os diferentes haplétipos ﬁs
podem modular a gravidade clinica da doenga falciforme. Os mecanismos
pelos quais ocorreria essa variacdo nao sao completamente esclarecidos,
mas existem relatos na literatura que postulam possivel relagdo com a o nivel
da hemoglobina fetal, sendo a intensidade dos sintomas inversamente
proporcional a sua concentragdao. Os estudos indicam uma evolugao clinica
mais benigna, intermediaria e grave em pacientes com os haplétipos Arabe-
indiano, Senegal, Benin e CAR, respectivamente (16, 18, 25). No estudo de
Minas Gerais, entretanto, ndo se observaram diferengas clinicas ou
laboratoriais estatisticamente significativas entre as criangas SS com os
haplétipos CAR ou Benin (18).
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A hemoglobina S, em situacdo de hipoxia, sofre polimerizagao,
causando alteracao da forma da hemacia normal, bicbncava, para a de foice.
Ocorre aumento da viscosidade do citoplasma e alteragées nos componentes
da membrana celular, o que reduz a deformabilidade da hemacia,
fundamental para suas fungdes na homeostase. Essa situacdo pode ser
revertida se houver oxigenacgdo, antes que ocorra lesdo permanente da
membrana eritrocitaria. As hemacias falcizadas, além de possuirem maior
adesao ao endotélio, diminuem o fluxo sanguineo da microcirculagdo pré-
capilar, provocando a vaso-oclusdo e infarto na area afetada.
Consequentemente, sobrevém dor, necrose e disfungdes, bem como danos
permanentes a tecidos e 6rgaos. Além disso, alguns mediadores da resposta
inflamatdria, presenca de leucdcitos aderidos a microcirculagao venosa pos-
capilar e descontrole do tbnus vasomotor devido a disturbios nos mediadores
vasculares, como o 6xido nitrico, tém sido considerados importantes fatores
que contribuem para a vaso-oclusao na fisiopatologia da doencga (12, 26, 27).
A falcizagdo das hemacias pode ser influenciada por alguns fatores, como
grau de hidratagao celular, porcentagem dos tipos de hemoglobina dentro
dos eritrocitos (HbA, HbS, HbC, HbF, etc), tempo pelo qual a célula é
submetida a hipodxia, e alteracdes térmica e do equilibrio acido-basico. Além
disso, ocorre diminuicdo da sobrevida das hemacias por hemolise
extravascular, fendbmeno este decorrente da captagcdo e destruicao
eritrocitaria pelo sistema monocitico-fagocitario, em especial, do bacgo (4, 12,
28, 29).

Além da anemia crbénica, a doenca falciforme caracteriza-se por
numerosas complicagbes que podem afetar quase todos os o6rgaos e
sistemas. A doenca apresenta espectro clinico bastante variado, desde
formas leves, com poucos sintomas, até formas mais graves, com
necessidade de internacdes frequentes e alta morbidade, com repercussao
na rotina diaria e prejuizo da qualidade de vida. Essa variabilidade clinica é
influenciada por fatores genéticos, niveis de hemoglobina fetal, condigdes
socioecondémicas e qualidade da assisténcia prestada aos pacientes (29).

As crises vaso-oclusivas dolorosas consistem na complicagcdo mais
frequente. A primeira manifestagdo na infancia pode ser uma dactilite aguda,
conhecida como “sindrome mao-pé”. Habitualmente, a crise algica tem

duracdo de 4 a 6 dias, sendo desencadeada por alguns fatores, como
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hipdxia, infeccoes, febre, acidose, desidratacdo, exposi¢cao ao frio, trauma,
exaustao fisica, depressado e fatores nao identificaveis. Sua distingdo com
outros processos agudos clinicos ou cirurgicos pode ser dificil.

A infeccao bacteriana é a causa mais frequente de mortalidade entre
criancas com diagnéstico de anemia falciforme (2). A suscetibilidade mais
acentuada dos pacientes com HbSS pode ser justificada devido a perda
gradual da fungao esplénica, opsonizagao deficiente de antigenos, formacéao
insuficiente de anticorpos e baixa atividade bactericida dos
polimorfonucleares. Os patégenos mais prevalentes sao bactérias
encapsuladas, sendo o pneumococo responsavel por mais de 70% das
infecgdes nas criancas.

O sequestro esplénico agudo (SEA) é a segunda causa mais comum
de mortalidade dentre as criangas acometidas (2). Ele ocorre principalmente
em pacientes abaixo de cinco anos de idade e sua etiologia nédo é
completamente conhecida. Apresenta como sinais clinicos e laboratoriais
principais: aumento subito do bago, queda abrupta de hemoglobina e
aumento da contagem de reticuldcitos. Se ndo houver intervengao em tempo
habil, existe o risco de evolugdo para choque hipovolémico e Obito em
algumas horas (29). Rezende et al (30) avaliaram 255 criangas com
hemoglobinopatia SS/SB°talassemia em coorte retrospectiva e observaram
incidéncia de 10,2 primeiros episodios de sequestro esplénico agudo por 100
pacientes/ano e recorréncia dos episoddios em 57,3% das criangas.
Ocorreram 19 o6bitos: 36,8% devido a infeccdes e 26,3% apos o SEA.

A sindrome toracica aguda ocorre devido a acometimento pulmonar
agudo, de etiologia imprecisa, caracteristicamente multifatorial, incluindo
infecgdo, falcizacdo intrapulmonar e tromboembolismo de medula éssea
necrética. As manifestacdes clinicas sao dor toracica, taquipneia, febre,
dispneia e hipoxemia. Trata-se de intercorréncia clinica que gera elevada
morbimortalidade em todas as faixa etarias.

A crise aplasica tem como principal causa a infecgao pelo eritrovirus
B19. Ocorre mais frequentemente entre 4 e 10 anos de idade, e manifesta-se
com quadro de palidez subita, fraqueza, queda dos niveis de hemoglobina e
de reticulécitos. Usualmente o evento é transitério, com recuperacdo medular
em 5 a 10 dias. Deve-se lembrar que outras infeccbes também podem levar a

hipoplasia medular, com manifestagcdes semelhantes.
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O acidente vascular cerebral (AVC) é uma das complicagbes mais
graves nos pacientes com anemia falciforme (SS). Pode apresentar-se como
AVC isquémico, mais frequente nas criangas, ou hemorragico, mais frequente
em adultos. Sua fisiopatologia ainda nao esta bem definida. O paciente
apresenta histéria de alteragdes de consciéncia, déficits neurolégicos focais,
convulsdes, paresias, afasias, confusdo mental ou cefaleia de grande
intensidade. Faz-se necessario realizar diagnéstico diferencial com outras
causas neuroldgicas, como meningite, intoxicagao ou abscesso cerebral.

O priapismo é definido como erecao persistente e dolorosa do pénis,
sendo encontrado principalmente em pacientes com mais de dez anos de
idade. Clinicamente pode ser classificado como priapismo repetitivo (erecao
dolorosa reversivel, com detumescéncia em algumas horas), prolongado
(podendo permanecer por dias ou semanas, sendo seguida de impoténcia
parcial ou completa) ou persistente (frequentemente sem dor, com aumento
ou enduragao do pénis, muito associado a impoténcia parcial ou completa).
Apresenta como possiveis etiologias: infecgdo, trauma, medicagdes com
efeito no BNC, abupo de alcool, uso de maconha e atividade sexual.

A hipertensdao pulmonar é outra complicacao relevante, reconhecida
mais recentemente em criangas com anemia falciforme. Pashankar et al (31)
realizaram estudo prospectivo, com a realizacdo de ecocardiogramas em
criangas com diagndstico de hemoglobinopatia SS/SB° e idade superior a
seis anos. Os autores observaram que 20% e 10%, dentre os 62 pacientes,
apresentavam elevacao leve e moderada, respectivamente, da velocidade de
regurgitacdo na valvula tricuspide, sinal indireto de possivel hipertensao
pulmonar.

A hemodlise crbnica predispoe a formacdo de calculos biliares, que
podem ser sintomaticos ou assintomaticos. O paciente pode apresentar dor
no quadrante superior direito do abdome, nauseas, vOmitos e piora da
ictericia. O diagnéstico diferencial deve ser feito com crise vaso-oclusiva
dolorosa, colangite, vaso-oclusao intra-hepatica, hepatite medicamentosa,
hepatite virética ou pancreatite aguda.

Pode haver, ainda, disfungdo crénica de 6rgaos, nos olhos (retinite),
rins (hipertrofia, tubulopatias, glomerulopatias), pulmdes (hipertensao
pulmonar), coragao (insuficiéncia cardiaca), pele (ulceras crbnicas de pele) e

ossos (osteonecrose). Powars et al (32), em estudo de coorte na Califérnia
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(EUA) iniciado em 1959, observaram que aproximadamente 50% dos
pacientes apresentavam, até a quinta década de vida, um ou mais sinais de

faléncia cronica de 6rgaos, secundaria a vasculopatia da anemia falciforme.
2.2. Hemoglobinopatia SC
2.2.1. Aspectos histoéricos

A hemoglobina C decorre de uma mutagao pontual no sexto cédon do
gene da cadeia beta globina, mesmo cédon atingido pela mutagao [33. No
caso da mutacdo B°,(GAG>AAG), a consequéncia na transcricio é a
substituicio do acido glutdmico por lisina. Os pacientes com
hemoglobinopatia SC herdam um gene BS de um dos pais e o0 gene [30 de
outro, resultando em concentragdes aproximadamente iguais de hemoglobina
S e C. A hemoglobina A (HbA) estd ausente e a hemoglobina fetal (HbF),
excetuando-se o recém-nascido a as criancas até cerca de seis meses, esta
em concentragdao normal ou levemente aumentada (33, 34)

A hemoglobinopatia SC é a segunda variante mais comum da doenca
falciforme no mundo, logo depois da anemia SS. Sua incidéncia em
afroamericanos é de 1:833 a 1:3.300 nascidos vivos (35-37). Os dados do
programa de triagem neonatal de Quebec, no Canada, identificaram 35
criancas entre os 9.619 afrodescendentes nascidos (1:250) (38). O programa
de triagem neonatal do arquipélago francés de Guadalupe constatou, entre
1984 e 2010, incidéncia de 1:771 entre os 178.428 nascidos vivos (39). No
Brasil, existe grande variacdo regional em relagdo a sua prevaléncia.
Estimou-se uma frequéncia de Hb SC em cerca de 1:166 em negros do
Sudeste brasileiro (40) e 1:62.500 no sul do pais (41), respectivamente. A
analise da triagem no Rio de Janeiro, entre agosto de 2000 e novembro de
2001, revelou incidéncia de 1:5.514 (42). Em Minas Gerais, a incidéncia da
Hb SC segundo dados do Programa de Triagem Neonatal para Doenca
Falciforme, de margo a agosto de 1998, foi de 1:3.450 nascimentos (13). Um
estudo mais recente envolvendo criangas triadas no mesmo programa
estadual, entre 1° de marco de 1998 e 28 de fevereiro de 2005, revelou
frequéncia de 1:3.300 (2).
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A doencga da hemoglobina SC foi descrita pela primeira vez em 1950
por Itano e Neel. Os autores avaliaram duas familias que apresentavam
criangas com histérico hematolégico compativel com anemia falciforme, mas
com menor gravidade clinica. Contudo, o estudo familiar mostrava que
somente um dos progenitores apresentava hemacias que podiam ser
induzidas a falcizacdo, diferentemente dos casos prévios conhecidos de
anemia falciforme em que o teste era positivo em ambos, refletindo serem
portadores de trago falciforme. Assim, observou-se que se tratava de um
componente proteico até entdo desconhecido, com mobilidade eletroforética
diferente da hemoglobina normal (Hb A) e da hemoglobina S, sendo
denominada, entdo, hemoglobina C (43).

A HbC teve sua origem provavel em grupos étnicos africanos, na
regiao de Burkina-Faso e apresenta frequéncia mais elevada na regiao
centro-oeste da Africa (44). A andlise dos haplétipos e polimorfismos
associados ao alelo do gene alterado da beta globina sugere origem
unicéntrica da doenga (45-48). Alguns estudos levantam a hipdtese de a
hemoglobina C ter surgido como sele¢do natural de um mecanismo de
protecdo contra a malaria, pela interferéncia da hemoglobina C com a
destruicdo celular de hemacias parasitadas, reduzindo a liberacdo de
merozoitos (3, 49). Modiano et al realizaram estudo tipo caso-controle na
regido africana de Burkina-Faso e observaram reducéo de 29% e 93% no
risco de desenvolvimento de malaria em individuos heterozigotos e

homozigotos para hemoglobina C, respectivamente (50).

2.2.2. Fisiopatologia

O processo que levaria as complicacdes clinicas em individuos com
hemoglobinopatia SC n&do é ainda completamente compreendido. Existe um
aparente paradoxo quando se observa que, em co-heranca com a
hemoglobina A, as hemoglobinas S e C ndao provocam sintomas, mas quando
combinadas podem levar a quadro clinico de hemdlise e vaso-oclusao, em
intensidade variavel. Estudos revelam que hemacias que contém apenas
cristais de Hb C ndo sao induzidas a vaso-oclusdo, uma vez que esses
cristais dissolvem-se rapidamente apds desoxigenagao e ndao provocam dano

vascular. A Hb S por outro lado, ao sofrer 0 mesmo processo, muda a
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conformagao da hemacia e obstrui a microcirculagdo (3, 51). Contudo, os
pacientes com hemoglobinopatia SC apresentam concentragbes de Hb S
mais baixas do que a forma homozigética SS, de forma semelhante a
concentragao nos individuos com trago falciforme (Hb AS). Portanto, surge o
questionamento sobre qual seria a razdo pela qual os pacientes com Hb AS
ou Hb AC e aqueles com Hb SC apresentam evolugdes clinica e laboratorial
tao diferentes?

A tendéncia para cristalizagao e desidratacdo causada pela perda de
potassio e agua, induzida pela HbC, parecem -constituir a base da
fisiopatologia da doenga SC. Hemacias que contém HbC apresentam efluxo
aumentado de potassio, mediado por elevado cotransporte ativo de KCI, o
que leva a uma desidratacdo celular, aumento da concentracdo de
hemoglobina corpuscular média e aumento da polimerizagdo da hemoglobina
S, amplificando seu efeito de vaso-oclusdao e predisposicdao a hemolise e
liberacdo de mediadores vasoativos, mesmo estando em concentragdes
intracelulares menos elevadas do que no paciente homozigoto (3, 5, 7, 33,
52-60). Contudo, o nivel de hemdlise parece ser menos intensa na
hemoglobinopatia SC, sendo a sobrevida das hemacias cerca de duas vezes
maior do que na hemoglobinopatia SS, de 29 contra 15 dias, respectivamente
(61). Essa observagdao parece indicar que a fisiopatologia da
hemoglobinopatia SC possa ter relagdo mais relevante com hiperviscosidade
e desidratacao celular do que com a vasculopatia relacionada a hemolise,

caracteristica da doenga SS (5, 6).

2.2.3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais

A hemolise na doenca da Hb SC é menos ativa, ocasionando, em
geral, morbidade e mortalidade menos intensas do que em pacientes com
homozigose para a HbS (1-3). Porém, varios dos efeitos da hemoglobinopatia
SC sao semelhantes aos da anemia falciforme. Os sinais e sintomas foram
descritos como um conjunto de caracteristicas clinicas pela primeira vez em
1951 por Kaplan et al (62) e, a partir de entdo, outras publicagdes
descreveram a experiéncia dos autores com casos semelhantes (7, 9).

As hemacias falciformes estdo presentes, como consequéncia da

baixa tensdao de oxigénio, e ocorre vaso-oclusdo, com dano tecidual
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isquémico em potencialmente todos os 6rgaos do corpo (7). Assim, todas os
eventos clinicos encontrados na doenga da hemoglobina SS podem também
ocorrer em pacientes com hemoglobinopatia SC (63). Contudo, muitas
dessas complicagdes sdo observadas com menor frequéncia e em periodos
mais tardios da evolugéo clinica (3). O grupo cooperativo norte-americano
observou coorte de 284 pacientes com hemoglobinopatia SC, com idades
variaveis ao inicio da observagao; 81% dos pacientes possuiam idade inferior
a 20 anos. Os autores ndo observaram episodios de “sindrome mao-pé” nos
lactentes ou acidente vascular cerebral. Foram relatados raros episddios de
osteonecrose e infarto 6sseo durante a primeira década de vida, havendo
aumento progressivo de retinopatia e osteonecrose ao final da segunda
década de vida (8). Lionnet et al publicaram os resultados de estudo
observacional francés, envolvendo 179 pacientes adultos com
hemoglobinopatia SC e verificaram que 90,5% da populagdo estudada
apresentou, pelo menos, uma complicagédo aguda ou crénica relacionada a
doenca (5).

Crises dolorosas ocorrem com cerca da metade da frequéncia do que
se observa na anemia falciforme (3, 25, 64). Tuttle e Kock avaliaram 18
criangas com idade média de 9 anos e encontraram presenca de crises em
78% dos casos (10). Entre as pesquisas brasileiras, Gomes e Ramalho
observaram 54% de crises em 35 adultos atendidos na Universidade de
Campinas (UNICAMP), em S&o Paulo (40). Estudo da Unifesp revelou
frequéncia de 27,6% em 29 adultos (65). A coorte do grupo cooperativo
americano revelou que 55,3% dos 284 avaliados apresentaram crises
dolorosas (8). O mesmo grupo observou que o tempo para o primeiro relato
de dor na infancia foi influenciado pelo gendtipo da doenga, sendo
significativamente mais precoce na doengca SS (mediana de 13,9 meses) do
que na doenga SC (mediana de 43,6 meses) (66). Outro estudo americano
mostrou frequéncia de 65% em 106 adultos avaliados (67). Lionnet et al
relataram prevaléncia de 36%, constituindo-se na complicagdo aguda mais
comum naquela populacgao, seguida de sindrome toracica aguda e priapismo,
ambos com 20% dos casos (5).

O crescimento em pacientes com doenga da Hb SC tende a ser
normal ou proximo ao normal (3, 68). Lionnet et al encontraram indice de

massa corporal aumentado (> 25 Kg/m?) em 33% dos pacientes adultos
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avaliados, com peso normal e abaixo da faixa de normalidade em 63% e 4%,
respectivamente (5). Koumbourlis et al observaram que néo havia diferencga
estatisticamente significativa quando se comparavam altura e peso em
pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme. Entretanto havia
diferenca estatisticamente significativa no indice de massa corporal entre os
dois grupos, mas apenas no periodo inicial de observagao (69). O grupo
cooperativo norte-americano identificou atraso significativo de crescimento
nas criangas com hemoglobinopatia SC, porém menos intenso do que
naquelas com doencga SS (70). Estudo em Minas Gerais comparou indices
nutricionais (desvio padrao estandardizado - escore z) e nao verificou
presenca de disturbio nutricional significativo em 27 criangas com
hemoglobinopatia SC (71). Os autores afirmaram que seriam necessarias
amostras maiores, acompanhadas por longo periodo, para tentar esclarecer
as questbes que envolvem o crescimento das criangas com
hemoglobinopatia SC.

Todas as complicacbes referentes aos dérgaos-alvo encontradas em
pacientes com anemia falciforme podem ocorrer em criangas com doencga da
Hb SC. Muitas, mas nao todas essas complicagcdes encontradas, aparecem
menos frequentemente em individuos com Hb SC, quando comparadas com
a anemia falciforme (3). Lemonne et al encontraram prevaléncia de 60% de
retinopatia, 40% de microalbuminudria, 31% de osteonecrose e 20% de
disfungado otolégica em nove pacientes com idade média de 38 anos (+ 13
anos) (54)

Algumas complicagdes como a persisténcia do bago palpavel na idade
adulta, hipertensdao pulmonar, necrose da papila renal, perda auditiva,
sindrome toracica aguda, acidente vascular encefalico podem estar
presentes em pacientes com doenga da Hb SC (25, 40, 69, 72-74). Cerca de
50% dos adultos tém esplenomegalia e 6% das criangas com
hemoglobinopatia SC tém complicagao esplénica, como crises de sequestro,
dor, infarto e hemorragia no bacgo (7, 37, 72, 75). Da Silva Filho et al
avaliaram 17 criancas no Rio de Janeiro e observaram dois episddios de
sequestro esplénico agudo (76). O estudo francés revelou presenga de infarto
esplénico em trés dentre os 179 pacientes e presenga de esplenomegalia em
29%. Somente um paciente avaliado foi submetido a esplenectomia (5). A

funcdo esplénica é preservada por mais tempo do que nas criancas com
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hemoglobinopatia SS e o risco de bacteremia parece ser menor nas criangas
com hemoglobinopatia SC, porém maior do que na populagao normal (3, 77,
78). Por essa razéao, todas as criangas devem ser vacinadas, principalmente
contra agentes encapsulados, como Streptococcus pneumoniae. Alguns
autores sugerem que o uso de penicilina profilatica poderia ser desnecessario
nesses casos, mas revisdes sistematicas e protocolos mais recentes
concluiram que ainda ndao ha dados na literatura suficientes para embasar tal
conduta (79-81).

A funcao renal apresenta piora progressiva ao longo dos anos, mas
insuficiéncia renal crénica ocorre com cerca de metade da frequéncia dos
pacientes com hemoglobinopatia SS, com inicio mais tardio (3, 25). A
hiperfiltracdo renal em pacientes com anemia falciforme manifesta-se
clinicamente com microalbuminuaria (MA) e proteinuria subsequente. Acredita-
se que, como na diabetes mellitus, MA preceda o desenvolvimento de
proteinuria na nefropatia falciforme e seja utii como marcador de lesao
glomerular pré-clinica (82, 83). Existem poucos estudos envolvendo
pacientes com hemoglobinopatia SC. Lionnet et al descreveram prevaléncia
de nefropatia falciforme em 13% dos 179 pacientes adultos, sendo que 7%
apresentaram albuminuria e 2% insuficiéncia renal crénica (5). O estudo de
coorte da Jamaica € um dos mais importantes no mundo em relagdo ao
acompanhamento, descricdo da historia natural e evolugdo clinica dos
pacientes com anemia falciforme. Iniciado em junho de 1973, em associagao
ao programa de triagem neonatal, o programa detectou a presenca de
anemia falciforme em 314 criangas de um total de cem mil nascimentos até
1981. Esta coorte avaliou 37 adultos com idade média de 28,9 anos e revelou
presenca de microalbumindria em 10,8% dos casos (84). Paula et al
avaliaram 4 criancas na Bahia e foi detectado clareamento de creatinina
dentro dos valores de referéncia e tendéncia de menor taxa de filtracao
glomerular, em comparagao com criangas com Hb SS (85). Estudo em Gana
avaliou 78 criangas com menos de 12 anos de idade e encontrou proteinuria
qualitativa em 9% deles (86).

A hipertensdao pulmonar nao aparece na literatura atual como
complicagdo relevante nas criangas com hemoglobinopatia SC, apesar de
serem poucos os dados disponiveis (3) . Os autores do estudo francés nao

observaram elevagdo da velocidade de regurgitacdo na valvula tricuspide,
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sinal indireto de possivel hipertensdo pulmonar, nos 179 pacientes estudados
(5). Estudo norte- americano avaliou 27 adultos, com idade média de 37,3
anos e constatou hipertensao pulmonar em 28% dos casos (87). Os dados de
Taylor et al mostraram que 18,6% dos 43 adultos tinham hipertenséo
pulmonar e a curva de sobrevida indicou que ela consiste em fator de risco
significativo para mortalidade naquela populacéo (88). Estudo inglés avaliou
34 criangcas com gendtipo SS e 16 com SC e encontrou sinais
ecocardiograficos de hipertensdo pulmonar em 15 (44%) e uma crianga (6%),
respectivamente. (89)

A incidéncia de acidente vascular cerebral isquémico é cerca de 4
vezes menor do que nos pacientes com hemoglobinopatia SS, mas 50 a 100
vezes maior do que na populagdo pediatrica em geral, com taxas entre 0,8 e
3% (25, 90). Ja foi demonstrado que o uso do doppler transcraniano (DTC)
na avaliagdo dos vasos do poligono de Willis é eficaz para selecionar
pacientes em alto risco de acidente vascular cerebral em criancas SS.
Contudo, nao existem estudos e dados suficientes a respeito dos valores de
referéncia para os pacientes com hemoglobinopatia SC, sendo utilizada a
mesma classificagdo dos pacientes com hemoglobinopatia SS: velocidades
de fluxo sanguineo com valores até 170 centimetros por segundo (cm/s)
seriam consideradas normais, indicando baixo risco de AVC; velocidades
intermediarias, entre 170 e 200 cm/s, indicariam risco intermediario e
velocidades acima de 200 cm/s, indicativas de alto risco de AVC (80, 91, 92).
Deane et al avaliaram 73 criangas com idade média de 8,1 anos, sendo
realizado DTC em 48 delas, com velocidade média-maxima (VMMax) de 94
cm/s e valor maximo de 128 cm/s. Os autores observaram correlagao positiva
da VMMax com a contagem de plaquetas e sugerem que poderia haver
associagao na fisiopatologia do AVC, apesar da caréncia de estudos para
confirmar ou nédo esses resultados (93). O mesmo estudo descreveu um
paciente com hemoglobinopatia SC que teve diagndstico de AVC isquémico
aos 5 anos de idade, considerado secundario a doenca de base apods
descartadas outras possibilidades. A VMMax era de 146 cm/s na artéria
cerebral média direita e 126 cm/s na artéria cerebral média esquerda (93).
Um caso de AVC em crianca de 7 anos foi também descrito por Powars et al
em 1978 (94); uma crianga nigeriana de 6 anos por Lagunju e Brown em

2012 (95) e trés casos pediatricos por Ohene-Frempong no estudo
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cooperativo norte-americano (90). Verlhac et al, que avaliaram 12 criangas
com hemoglobinopatia SC em conjunto com duas com hemoglobinopatia
SB'talassemia, observaram VMMax de 77 cm/s, sem diferenga significativa
em relagédo a dos pacientes controle (96). Estudo brasileiro recente realizado
na Universidade de Sao Paulo avaliou o resultado do DTC em 19 criancas
com idade média de 7,5 anos. Os dados também foram descritos em
conjunto com criangas com diagndstico de hemoglobinopatia SB*talassemia
(n=4). Os autores encontraram VMMax de 103 + 19 cm/s, com variagao de
83 a 145 cm/s, sendo considerados como baixo risco para AVC, segundo os
critérios propostos para hemoglobinopatia SS. Além disso, foi observada
correlagao positiva entre a VMMax e a contagem de reticulécitos e correlagao
negativa entre a VMMax e a concentragdo de hemoglobina fetal, resultado
até entdo inédito na literatura médica (97). Na populacdo adulta estudada
pelo grupo francés ndo houve nenhum episédio de acidente vascular cerebral
durante a infancia (5). Quinn et al descreveram dados de grupo cooperativo
norte-americano (Dallas) com seguimento de 145 criangas com idade até 18
anos e também n&o identificaram episddios de acidente vascular cerebral
(98). Nao ha dados atuais que apresentem com clareza indicagédo e valores
de estratificacdo de risco de VMMax para o rastreamento de AVC em
pacientes com outras hemoglobinopatias. Esse tema torna-se relevante para
investigacbes futuras, uma vez que infartos cerebrais silenciosos ja foram
descritos em estudos prévios com criangas portadoras de hemoglobinopatia
SC, apresentando incidéncia de 5,8% (7/120) (90) e 13,5% (13/96) (99). Nao
existe tratamento bem estabelecido nesses casos e o risco de recorréncia,
bem como seu impacto nessa populacao, sdo desconhecidos. O protocolo do
grupo brasileiro de Hematologia Pediatrica publicado em 2011 recomenda a
realizacdo de DTC em pacientes com doenca falciforme, independente do
gendtipo da doenga, mas com prioridade para aqueles com Hb SS e Hb
Sbeta’-talassemia (100). Protocolos mais recentes néo orientam a realizagéo
de DTC em criangas e adolescentes com hemoglobinopatia SC (80).
Osteonecrose € comum nesses pacientes, com incidéncia levemente
inferior em relacdo aos pacientes com hemoglobinopatia SS. Ela pode
ocorrer onde existe oclusdo dos capilares na regido metafisaria do osso,
préximo a articulagao, em regiao na qual o nivel de hipoxia € mais acentuada

e a circulagao colateral ndo é eficaz. A manifestacdo mais comum ¢é a
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necrose avascular de cabeca de fémur, com incidéncia de 1,9 por 100
pacientes/ano (101) e prevaléncia de 8,8 a 15% (5, 8, 25, 65, 80, 101). O
envolvimento de outras articulagdes € menos comum (80). Akinyoola et al
nao encontraram diferenga significativa na presenga de necrose avascular de
cabeca de fémur entre pacientes com hemoglobinopatia SS e SC. Entre os
76 pacientes com doenca SC, os autores observaram lesdo em 13, sendo
trés adolescentes, com idade entre 11 e 20 anos (102).

A retinopatia proliferativa parece ser mais prevalente na doencga da Hb
SC do que na hemoglobinopatia SS, sendo encontrada em cerca de 33% dos
pacientes adultos (3, 5, 103-107). Descrita pela primeira vez em 1966 por
Welch e Golberg (108), a retinopatia é caracterizada por vasculopatia
proliferativa, com areas de infarto e hemorragia, que podem culminar com
perda visual. Seu exato mecanismo fisiopatoldgico néo esta completamente
esclarecido, mas parece relacionar-se com a interagdo dos efeitos do
aumento do hematdcrito, densidade celular e viscosidade sanguinea (3, 5,
56). A prevaléncia mais elevada nos pacientes com hemoglobinopatia SC
poderia ser explicada pela evolugao geral mais benigna da doenga. Acredita-
se que a circulagao na retina seja preservada por um periodo mais longo, o
que permitiria o desenvolvimento tardio de lesbes proliferativas. Por outro
lado, nos pacientes com hemoglobinopatia SS, os vasos retinianos periféricos
seriam ocluidos precocemente, impedindo neoformacdes vasculares
proliferativas, posteriormente (3, 104). A retinopatia ocorre geralmente na
idade entre 15 e 30 anos de idade nos pacientes com doenga da Hb SC (5,
103, 105, 109), mas oclusdes de arteriolas periféricas ja foram descritas em
criancas de 6 anos de idade (110). A classificagdo da retinopatia foi proposta
por Goldberg em 1971 e é composta por estadios que variam de | (oclusdes
arteriolares periféricas) a V (descolamento de retina), sendo considerada
retinopatia ndo proliferativa os estadios | e Il e retinopatia proliferativa os
estadios Ill, IV e V (111). A coorte do grupo cooperativo norte-americano
registrou a retinopatia como a causa mais frequente dentre as complicagdes
cronicas relacionada a doenga, atingindo 23% dos pacientes, com idade
mediana de 28 anos. (8). Condon e Serjeant encontraram resultado
semelhante na coorte jamaicana, com prevaléncia de 33% entre 70 adultos
com hemoglobinopatia SC (109). Outra publicagdo dos mesmos autores

mostrou prevaléncia de 11% entre 54 criangas com idade entre 2 e 15 anos,
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sendo um paciente (1,8%) entre 2 e 8 anos de idade e dois pacientes (3,6%)
entre 9 e 12 anos. (110). O mesmo estudo jamaicano publicou artigo
posterior, com avaliagdo de criancas com idade entre 5 e 7,5 anos e nao
encontrou casos de retinopatia proliferativa (112). Rosemberg e Hutcheson
avaliaram 55 criancas com idade entre 6 e 18 anos e observaram retinopatia
proliferativa em 16,4%, sendo o paciente mais jovem diagnosticado aos 11
anos, com hemorragia vitrea (113). Lionnet et al encontraram prevaléncia de
71% entre os 179 adultos avaliados (5). Estudo brasileiro realizada na Bahia
avaliou 15 criangas com idade média de 13,3 anos. Os autores nao
encontraram sintomas de alteragdes visuais € nenhum caso de retinopatia
proliferativa (estadios Ill a V), mas observaram retinopatia ndo proliferativa
em 60% dos casos (114). Nao existem fatores de risco bem definidos para a
ocorréncia de retinopatia, mas alguns autores presumem que ela possa estar
relacionada com maior concentracdo de hemoglobina total e menor
concentragcdo de hemoglobina fetal (8, 109, 115-117). Leveziel et al avaliaram
313 adultos com idade mediana de 33 anos e encontraram retinopatia
proliferativa em 52,7% dos casos. Os autores observaram associagdo com
idade mais avancgada, surdez ou zumbido no ouvido, € menor concentracio
de hemoglobina fetal (117).

Disturbio otologico neurossensorial foi constatado em 29% dos
pacientes no grupo francés, sendo a segunda complicagdo crénica mais
comum encontrada (5). Existem poucos relatos na literatura sobre o tema,
mas acredita-se que possa haver relacao de deterioragdo do ouvido interno
com o aumento da viscosidade do sangue e prejuizo no transporte de
oxigénio pelas artérias terminais da coclea (5, 118-120).

A anemia na doenga da Hb SC é leve ou inexistente. O volume
corpuscular médio (VCM) pode estar diminuido e a concentragdao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) pode estar aumentada, devida a
desidratacao celular (59, 60, 121). Valores médios de hemoglobina descritos
variam entre 10,5 e 11,5 g/dL (5, 40, 60). O estudo francés revelou valores de
hemoglobina abaixo de 10 g/dL em apenas 10% dos casos (5). Os
reticulocitos estdo levemente aumentados em seu numero absoluto e o
esfregagco sanguineo pode apresentar até 50% de hemacias em alvo. A

contagem de leucécitos e a diferencial de leucdcitos estdo normais (122).
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A concentragcdo de hemoglobina fetal € usualmente mais baixa na
doenca SC, em relagdo a hemoglobinopatia SS, provavelmente devido a
menor intensidade da hemolise e consequente menor resposta de atividade
da medula dssea (8, 45, 123). Contudo, individuos com aumento
constitucional de hemoglobina fetal podem ser beneficiados pelo seu efeito
potencial de inibigdo da cristalizagdo da hemoglobina C intracelular (3, 57).

O efeito da co-heranca de alfa talassemia em pacientes com
hemoglobinopatia SC ainda ndo é muito claro, devido ao pequeno numero de
estudos sobre o assunto. A frequéncia dessa co-herancga varia na literatura
entre 20 e 35% (5, 8, 65, 124-126). Steinberg et al ndo observaram
associacdo de co-heranca de alfa talassemia com a retinopatia, necrose
avascular ou crises vaso oclusivas dolorosas em 14 pacientes com
hemoglobinopatia SC (127). O estudo de Ballas sugere que poderia haver
associagdao com esplenomegalia, necrose avascular de cabecga de fémur e
sindrome toracica aguda, apesar do pequeno numero de pacientes avaliados
(n=4) (128). Outros estudos sugerem que a presenca de alfa talassemia
poderia limitar o niumero de células com grande concentragao intracelular de
hemoglobina, com consequente atenuag¢ao do quadro clinico (3, 8, 129-132).
Os dados de Powars et al sugerem que pacientes com alfa talassemia
associada apresentaram evolucao clinica mais favoravel do que aqueles sem
a co-heranca, havendo menor risco de retinopatia, colelitiase, faléncia de
orgaos, osteonecrose e crises vaso-oclusivas dolorosas (8).

A mortalidade dos pacientes com hemoglobinopatia SC é baixa, com
taxas inferiores a metade daqueles com hemoglobinopatia SS (3, 25). Tal fato
provavelmente relaciona-se com as caracteristicas mais indolentes da
doenca SC, associado a menor prevaléncia de complicagdes que acarretam
maior mortalidade, como doencga cerebral vascular, doenca renal crénica e
hipertensdo pulmonar (5). Leikin et al observaram sobrevida de 95% até 20
anos de idade em estudo do grupo cooperativo norte americano publicado
em 1989 (133). Platt et al descreveram sobrevida média de 60 anos para os
homens e 68 anos para as mulheres com hemoglobinopatia SC em 844
pacientes desse mesmo grupo, com mortalidade de 3%, comparado a 45
anos para os pacientes com hemoglobinopatia SS (134). O grupo cooperativo
norte-americano relatou taxa de mortalidade de 9% dentre os 284 pacientes

da coorte, tendo como causas principais complicagdes crénicas relacionadas
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a doenca de base, como doenca renal crénica, acidente vascular cerebral e
insuficiéncia cardiaca congestiva (8). Quinn et al publicaram resultados do
programa de triagem neonatal da Universidade do Texas e observaram dois
obitos entre as 145 criancas com até 18 anos de idade, em acompanhamento
clinico desde novembro de 1983 (1,4%). Os dois eventos ocorreram por
causas nao relacionadas a doenca, sendo um apods acidente automobilistico
aos 1,9 anos e outro apos diagnédstico de linfoma de células T aos 12 anos
(98). O grupo francés descreveu dois 6bitos na populagdo adulta estudada,
com mortalidade de 1,1% (5). Os dados do programa de triagem neonatal de
Minas Gerais mostraram 34 &bitos de criangas com hemoglobinopatia SC
entre as 1.014 triadas, no periodo entre marco de 1998 e fevereiro de 2012,
com taxa de 3,4% (135).

2.2.4. Tratamento

Nao existe tratamento especifico para a doenca da Hb SC. A
hidratacdo abundante parece ser a melhor abordagem terapéutica para
atenuar o quadro clinico (3).

A flebotomia periédica €& descrita como forma de reduzir a
hiperviscosidade e evitar eventos agudos recorrentes em pacientes com
hemoglobinopatia SC, sendo recomendada por alguns autores quando existe
elevacdao de hemoglobina e/ou hematdcrito acima de 11 g/dL ou 32%,
respectivamente (5, 54, 136). Contudo, nem todo individuo que preencha
esses critérios laboratoriais seria beneficiado com o tratamento. Como a
fisiopatologia da doenca esta relacionada com o aumento da concentragao
de hemoglobina corpuscular média dentro da hemacia, secundaria a
desidratagcdo celular, um paciente com hematécrito acima de 32% pode
apresentar “hiperviscosidade tedrica”, enquanto outro pode apresentar
“hiperviscosidade real” com hematdcrito dentro dos valores de referéncia
(54). A conduta mais ponderada talvez seja a indicagdo da flebotomia em
casos de pacientes muito sintomaticos e a realizacdo da avaliagao
laboratorial de viscosidade sanguinea, nao disponivel rotineiramente na

pratica clinica (137).
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A hidroxiureia e transfusdes de concentrado de hemacias também
podem ser usadas, mas indicacdes precisas sao mais controversas do que
na forma homozigética da hemoglobina S.

O uso de transfusao de concentrado de hemacias tem indicagdes
semelhantes as dos pacientes com hemoglobinopatia SS (3). Estudo
multicéntrico norte-americano avaliou 92 procedimentos cirurgicos em
pacientes com hemoglobinopatia SC. Os autores observaram que nao houve
diferenga significativa na taxa de complicagdes gerais entre aqueles que
receberam, ou n&o, transfusdao pré-operatoria. Contudo, complicacdes
relacionadas a doenca falciforme foram mais comuns apds procedimentos
intrabdominais e os pacientes que nao receberam transfusdo apresentaram
35% de eventos agudos poOs-operatorios (sindrome toracica aguda e crises
vaso oclusivas dolorosas, enquanto no outro grupo nao houve complicagdes
(P=0.009) (138). Estudos posteriores apresentaram resultados semelhantes e
a recomendacdo atual € a realizacdo de transfusdao de concentrado de
hemacias fenotipadas e deleucocitadas como preparo pré-operatorio de
cirurgias com risco moderado e alto, como procedimentos abdominais e
aquelas que envolvam microcirculagdo e 6rgdos nobres, como
neurocirurgias, cardiovasculares, abdominais e oftalmoldgicas (80, 139). Por
outro lado, a transfusao simples de hemocomponentes é terapia que leva a
complicagdes potencialmente graves, mesmo com o rigor da triagem clinica e
laboratorial empregada nos grandes centros. Consequéncias importantes
como risco de aloimunizacéo eritrocitaria, imunomodulagao, acumulo tecidual
de ferro, dificuldade progressiva de acesso a veias calibrosas e doencgas
infecciosas transmissiveis pelo sangue levam os profissionais de saude a
avaliar com muita cautela os riscos e beneficios de um programa de
transfusdo a longo prazo (140). Murao e Viana (2005) estudaram a
frequéncia da aloimunizacao eritrocitaria em pacientes com doenca falciforme
acompanhados no Hemocentro de Belo Horizonte. Constatou-se que
pacientes SC desenvolveram aloimunizacdo em frequéncia relativa mais
elevada do que pacientes com hemoglobinopatia SS (14 e 8,1%,
respectivamente; P = 0.048) (141). Outras limitagcbes que devem ser levadas
em consideragao em nosso meio sao o custo de programa transfusional e a
baixa disponibilidade relativa de hemocomponentes, realidade de diversos

paises em desenvolvimento na atualidade.
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O transplante alogénico de medula éssea constitui-se, atualmente, no
unico tratamento curativo para pacientes com anemia falciforme. Sua
indicagdo atual € reservada a formas graves da doenga, que apresentam
morbidade significativa devido a lesbes de diversos 6rgaos. Os resultados em
criangas com hemoglobinopatia SS sao indubitavelmente bons (142-146). Os
resultados sobre transplante de medula em criangas com hemoglobinopatia
SC sao muito restritos e geralmente ficam incluidos nos resultados globais de
doencga falciforme. No Brasil, foi publicado em 2010 (147) o consenso
brasileiro em transplante de células-tronco hematopoéticas, sendo indicada
realizacdo do transplante alogénico aparentado em criangas até 16 anos,
com um dos seguintes critérios:

» Crises vaso-oclusivas recorrentes e/ou priapismo (pelo menos dois
episodios no ano precedente ou no ano anterior ao inicio de um programa de
transfusao crénica) apds uso de hidroxiureia por seis meses sem resposta ou
contraindicagao ao uso da mesma.

* Presenca de vasculopatia cerebral demonstrada por ressonancia
nuclear magnética (RNM) e requerendo programa de transfusao cronica.

* Presenga de qualquer anormalidade a ressonancia magnética
angiografica (RMA)/RNM (estenoses, oclusoes).

» Doenca pulmonar falciforme graus | e Il

* Nefropatia falciforme (taxa de filtragdo glomerular entre 30% e 50%
da esperada)

* Doppler transcraniano anormal

* Hipertensio pulmonar

* Infarto cerebral silencioso

* Recaida da anemia falciforme apds um primeiro TCTH

* S beta talassemia dependente de transfusdes.

Recentemente, o Ministério da Saude publicou em 21 de dezembro de
2015 portaria incluindo na tabela de procedimentos do SUS a compatibilidade
dos cddigos internacionais de doenga referentes aos transtornos falciformes
homozigoticos e heterozigéticos com os procedimentos de transplante
alogénico de células-tronco hematopoiéticas aparentado. O documento esta

disponivel no endereco eletrénico:
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ftp://ftp.saude.sp.gov.br/ftpsessp/bibliote/informe_eletronico/2015/iels.dez.15/1
els237/U_PT-MS-SAS-1321_211215.pdf.

O uso de hidroxiureia, com o objetivo de prevenir ou reverter lesdes
cronicas de diversos 6rgaos provocadas pela anemia falciforme, tem sido
discutido na literatura nos ultimos 20 anos. Trata-se de agente quimioterapico
inibidor da ribonucleotideo-redutase, que atua especificamente na fase S da
divisdo celular. A literatura médica tem avalizado seu uso na anemia
falciforme pelo aumento da concentragdo da hemoglobina fetal, produgao in
vivo de oxido nitrico, inibicdo da adesdo de hemacias falciformes ao endotélio
vascular, redugao na expressao de moléculas celulares de adesao vascular
(VCAM-1) e redugéao da leucometria (12, 26, 27, 148, 149).

Thornburg et al descreveram o acompanhamento de 96 criangas com
anemia falciforme (Hb SS) que iniciaram o uso da medicagao entre 9 e 18
meses de vida em estudo fase 3, multicéntrico, randomizado, duplo cego,
controlado por grupo de 97 criangas que fizeram uso de placebo, realizado
entre outubro de 2003 e setembro de 2009, para prevencgao de crises vaso-
oclusivas de repeticdo (dor e sindrome toracica aguda). Os resultados
mostraram que o0 uso de hidroxiureia teve associagao estatisticamente
significativa com baixas taxas de crises dolorosas (episddios iniciais e
recorrentes), dactilite aguda, sindrome toracica aguda e internagdes
hospitalares. Nao houve associacdo com risco aumentado de bacteremia,
infeccbes graves ou diminuicdo do crescimento (150, 151). Nao foi
constatada, durante o periodo de dois anos, associagao significativa com
estabilizacdo da fungcdo glomerular, como hipotetizado inicialmente pelo
ensaio clinico (152).

O efeito potencial da hidroxiureia sobre a hemoglobinopatia SC é
distinto daquele esperado na hemoglobinopatia SS e pode nao estar
relacionado com o aumento de hemoglobina fetal. Apesar da indesejavel
elevacdo esperada do hematécrito, com consequente aumento da
viscosidade sanguinea, o uso de doses baixas de hidroxiureia esta
relacionado com aumento do volume eritrocitario médio, diminuicdo da
concentracdo de reticulécitos e redugao dos niveis de hemodlise, efeitos
benéficos nessa variante da doenga falciforme (3). Estudo americano avaliou
de forma retrospectiva 15 criangas com diagnéstico de hemoglobinopatia SC

com idade entre 3 e 14 anos e relatou reducgao significativa nos episddios de
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sindrome toracica aguda e de hospitalizagdo por crises vaso-oclusivas
dolorosas com o uso de hidroxiureia. O tempo mediano de seguimento clinico
foi de 4,8 anos e nao houve efeitos adversos significativos (153). Miller et al
acompanharam o tratamento de seis criangcas com idades entre 6,7 e 17,5
anos durante tempo mediano de 27 meses (12 a 41 meses). Os autores
observaram que todas as criangas evoluiram com numero mais baixo e
menor intensidade dos eventos vaso-oclusivos, com reducgéao significativa na
taxa de hospitalizacdo e 50% deles apresentaram toxicidade hematoldgica
transitoria, sem outras reagcbes adversas relevantes (154). O mesmo grupo
publicou artigo em 2004 envolvendo sete criangas, com resultado muito
semelhante (155). Wang et al avaliaram 44 pacientes com idade média de
13,6 anos com hemoglobinopatia SC em um estudo fase Il sobre o efeito da
hidroxiureia em parametros laboratoriais. O estudo foi encerrado devido ao
pequeno numero de pacientes recrutados e perspectiva de um longo periodo
para recrutar o numero de pacientes necessarios (156).

Recentemente foi publicado um estudo tipo coorte retrospectiva,
envolvendo 133 criangcas com hemoglobinopatia SC tratados com
hidroxiureia, em 18 centros de referéncia norte-americanos. A indicagao mais
frequente para seu inicio foi em decorréncia de crises dolorosas de repeticao,
seguida de sindrome toracica aguda. O estudo mostrou uma redugéo global
de 38% dos eventos dolorosos apds 12 meses de uso da medicagédo. O
tratamento com hidroxiureia foi associado a estabilidade na concentracéo de
hemoglobina, aumento da concentracdo de hemoglobina fetal e volume
corpuscular médio das hemacias, além de redugdo da contagem de
leucdcitos e reticuldcitos, quando comparados aos valores basais de cada
paciente (157).

No Brasil, o Ministério da Saude aprovou em 6 de novembro de 2002 o
uso de hidroxiureia para pacientes com doenca falciforme e publicou em
2009 portaria aprovando o protocolo de diretrizes clinicas e terapéuticas na
doencga falciforme (158). A versdo atualizada em 2010, disponivel no
endereco eletrénico
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/sas/2010/prt0055_ 29 01_2010.htm
|, recomenda o uso de hidroxiureia em criangas com hemoglobinopatia SC,
com as mesmas indicagdes clinicas e laboratoriais relacionadas para

pacientes com hemoglobinopatia SS, que incluem:
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- Trés ou mais episddios algicos agudos com necessidade de
atendimento médico hospitalar ou comprovada incapacidade produtiva
(escola/trabalho);

- Mais de um evento de sindrome toracica aguda (STA), definida como
a presenca de infiltrado pulmonar recente, ndo atelectasico, envolvendo pelo
menos um segmento pulmonar completo, acompanhado de dor toracica,
temperatura superior a 38,5 °C, taquipneia, sibilos, ou tosse em paciente com
doenca falciforme; ou um episddio de STA que necessitou de O, ou
transfusdo sanguinea ou um episddio de STA que necessitou de internagéo
em unidade de tratamento intensivo;

- Hipoxemia crbnica: saturacdo de oxigénio persistentemente abaixo
de 94%, medida em duas visitas clinicas consecutivas, fora de um evento
agudo e afastada a possibilidade de obstrugdo adenoidal/amigdaliana em
criangas;

- Outras situagbes em que haja comprovacédo de lesdao crénica de
orgao (priapismo, necrose 0ssea, retinopatia proliferativa, entre outras);

- Concentragao de Hb < 7g/dL (média de 3 valores fora de evento
agudo);

- Concentragdo de Hb F < 8% apds dois anos de idade (notar que
esse parametro nao pode ser usada nos pacientes com Hb SC);

- Leucocitose > 20.000/mm*® (média de 3 valores fora de evento
agudo);

- Desidrogenase latica (DHL) duas vezes acima do valor de referéncia
para a idade;

- Alteragbes no ecodoppler transcraniano (> 200cm/s, com
impossibilidade de regime transfusional cronico).

O uso de hidroxiureia parece ser atualmente a melhor estratégia
terapéutica disponivel. Contudo, seu efeito na reducdo da morbidade e
mortalidade de criangcas com hemoglobinopatia SC, além dos efeitos
benéficos e adversos a longo prazo, devem ser avaliados com cautela, em

estudos clinicos com numero maior de pacientes (159).
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2.3. Hemoglobinopatia SD

2.3.1. Aspectos histoéricos

A hemoglobina SD é variante rara da doenca falciforme. Estima-se que
sua incidéncia em MG seja de 1:180.000, ou seja 0,7% do total de recém-
nascidos triados com doencga falciforme no estado de Minas Gerais (2).

A variante D-Punjab é o subtipo mais comum descrito na literatura
mundial. A prevaléncia mais elevada ocorre no norte da india. O individuo
com hemoglobinopatia SD-Punjab desperta mais interesse porque,
aparentemente, comporta-se clinicamente como se tivesse hemoglobinopatia
SS. A hemoglobina D resulta da substituicdo do aminoacido glutamato por
glutamina na posi¢cao 121 da cadeia da beta globina [beta 121(GH4) Glu>Gin;
HBB:c.364G>C]. Também ¢é conhecida por hemoglobina D Los-Angeles, D-
Portugal, D-Carolina do Norte, D-Chicago e D-Oak Ridge, conforme o local
de relato dos primeiros casos, quando ainda nao se sabia tratar-se da mesma
variante. Baglioni publicou em 1962 artigo sobre sua investigagdo em cinco
amostras de hemoglobina D obtidas de diferentes localidades: Punjab,
Portugal, ilha mediterranea de Ciprus, Carolina do Norte e paciente de familia
italo-americana residente em Chicago. A analise mostrou padrao semelhante
entre elas, indicando que se tratava do mesmo subtipo (160).

Ela foi descrita pela primeira vez em 1951 por Itano (161) como
hemoglobina D-Los Angeles em uma familia caucasiana americana, sendo
classificada na época como a terceira hemoglobina anormal associada com
anemia hemolitica hereditaria. O autor relatou o caso de um paciente com
caracteristicas clinicas e laboratoriais compativeis com anemia falciforme,
mas que possuia a co-heranga de uma hemoglobina com caracteristicas
distintas da conhecida hemoglobina S. Apesar de apresentar o mesmo
padrao de mobilidade eletroforética em pH alcalino, a recém-nomeada
hemoglobina D era mais soluvel e ndo provocava falcizagdo nas amostras de
sangue da mae e de dois irmaos, portadores assintomaticos. A partir desses
dados, a interacdo das hemoglobinas S e D passou a ser estudada e
diversos casos muito semelhantes comecaram a ser descritos em varias
partes do mundo, inicialmente na América do Norte (162-164), seguido por
Espanha (165), Austria (166), Italia (167, 168), México (169), Bélgica (170),
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Venezuela (171), Emirados Arabes (172), india (173, 174), Tailandia (175),
Turquia (176), Ird (177) e China (178). Apesar da ampla distribuicdo em todos
os continentes, nota-se prevaléncia particularmente elevada na regido do
Paquistao, Oriente médio, China e, principalmente, no estado de Punjab,
situado no norte da india (177-180).

A origem e propagagao da hemoglobina D-Punjab ndo s&o muito
claras, sendo propostas duas teorias principais. Alguns autores acreditam
que ela tenha surgido uma unica vez, provavelmente no norte da China e na
regidao de Punjab, e disseminada para o ocidente pelos fluxos migratérios,
como a rota da seda e processos de colonizagéo (167, 176, 178). Contudo, a
identificacdo de diferentes haplétipos do gene da beta globina, associados a
hemoglobina D em varias regides do mundo e nas quais a relagdo com
processos migratérios ndo € evidente, sugere a hipotese de origem
multicéntrica para a mutacgao (170, 173, 181).

No Brasil a literatura sobre a frequéncia da hemoglobina D-Punjab é
muito escassa. Sonati et al realizaram triagem para hemoglobinopatias em
cerca de 12.000 individuos no hospital da Universidade de Campinas/SP
(UNICAMP) em 1996. Os autores encontraram hemoglobinas variantes em
34,4% dos casos, sendo 0,4% deles compativeis com hemoglobina D-Punjab
(182). O resultado corresponde a terceira variante mais comum naquela
populagao, resultado semelhante ao encontrado por Bonini-Domingos em
tese de doutorado em 1993, que avaliou a prevaléncia de hemoglobinopatias
em cerca de 100.000 pessoas (183). Recentemente, Torres et al (184)
publicaram estudo sobre 12 pacientes com Hb SD-Punjab e haplétipo BS do
tipo Bantu, constatando grande variabilidade nas manifestagdes clinicas entre
pacientes e, adicionalmente, no mesmo paciente durante o acompanhamento
realizado no Hemorio.

Outra variante com padrao eletroforético de hemoglobina D é a Hb
Korle-Bu. Resulta da substituicio do aminoacido acido aspartico por
asparagina na posig¢ao 73 da cadeia da beta globina [beta 73(E17) Asp>Asn;
HBB:c.220G>A]. Sua origem remete a regidao oeste do continente africano,
sendo descrita inicialmente como hemoglobina G-Accra em um paciente do
Hospital Korle-Bu na cidade de Accra, capital de Gana (185). Estudos
posteriores revelaram caracteristicas eletroforéticas semelhantes as da

hemoglobina D, podendo ser distinguida da hemoglobina S em pH acido. Sua
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distingao da variante D-Punjab por meio da HPLC (cromatografia liquida de
alta resolugéo) é possivel (186), mas somente técnicas moleculares a
identificam com precisdo (187-190). Existem relatos da variante D-Korle Bu
na Espanha e México. Sua propagacao para fora do continente africano esta
provavelmente relacionada ao processo de colonizagcdo das Ameéricas entre
os séculos 17 e 19, com o uso de mao de obra escrava (191, 192).

Outras hemoglobinas, todas muito raras (as vezes com descricdo em
apenas uma familia), com padrdo de mobilidade eletroforética D estédo
relacionadas por Hocking (1997), no apéndice B de seu guia interpretativo de
hemoglobinas variantes, ou pelo site HbVar
(http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html). (193).

2.3.2. Fisiopatologia

O pilar da fisiopatologia da anemia falciforme é a polimerizagado da
hemoglobina S em situagdo de hipdxia, o que altera a forma da hemacia
normal para a de foice, com consequente aumento da viscosidade do
citoplasma e alteracbes nos componentes da membrana celular. O processo
fisiopatolégico reduz a capacidade de flexibilidade e deformabilidade da
hemacia, fundamental para suas fungdes na homeostase.

Como sera descrito adiante, o curso clinico dos pacientes com
hemoglobinopatia SD é heterogéneo conforme a variante de hemoglobina D,
0 que sugere que o processo de falcizagdo ndo é desencadeado somente
pela presenca de hemoglobina S intracelular, mas provavelmente é fruto da
interacdo com a hemoglobina variante D. O mecanismo exato nao é
claramente conhecido, mas parece que as mutagdes relacionadas as
hemoglobinas D alterariam a superficie de contato com a hemoglobina S
desoxigenada, influenciando a falcizagao de formas distintas. Estudos in vitro
mostram que a substituicio do aminoacido glutamato por glutamina na
variante D-Punjab contribui para o fortalecimento das reacdes hidrofébicas
interproteicas, favorecendo a polimerizagdo da hemoglobina S. Por outro
lado, a substituicdo do aminoacido aspartato por asparagina na variante D-
Korle-Bu parece inibir essas interagdes e restringir o processo de
polimerizagao (180, 187, 194-197). Os mecanismos de interagdo da Hb S

com outras variantes sao, em geral, desconhecidos.
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2.3.3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais

Os pacientes que possuem a variante D-Punjab ou D-Korle Bu em
estado de homozigoze ou heterozigoze sao assintomaticos, com parametros
hematolégicos dentro dos valores de referéncia para a idade da pessoa e
sem evidéncia clinica ou laboratorial de hemdlise (181, 187, 198, 199).
Contudo, a co-heranga da hemoglobina S pode acarretar sintomas de
espectro clinico variado. O estudo clinico dessas variantes € ausente no
Brasil e, no mundo, sao registrados apenas relatos de casos.

As criangcas com hemoglobinopatia SD-Punjab parecem ter curso
clinico semelhante ao da forma homozigota SS, com crises dolorosas,
sequestro esplénico agudo, hepatoesplenomegalia e infec¢des recorrentes. A
avaliagao laboratorial também revela anemia hemolitica, reticulocitose,
hiperbilirrubinemia indireta e elevagao de desidrogenase latica (169, 172,
198-201). Devido a prevaléncia mais elevada, as séries mais numerosas de
casos sdo provenientes da india. Oberoi et al (2013) avaliaram dez pacientes
com idade entre 1 e 19 anos. Todos eles apresentavam anemia moderada a
grave (média 6,8 g/dL) e pelo menos uma complicagéo clinica relacionada a
doenga, como crises vaso-oclusivas dolorosas, sindrome toracica aguda,
colelitiase, necrose avascular de cabeca de fémur e infeccdes recorrentes.
Oito pacientes necessitaram receber, em média, trés transfusdes de
concentrado de hemacias durante seu acompanhamento clinico (198). Italia
et al (2014) relataram 15 casos com idade entre 1 e 34 anos. Classificaram
apenas um como quadro leve, dois como portadores de crises moderadas e
12 como anemia hemolitica grave, apresentando crises vaso-oclusivas
dolorosas de repeticdo e necessidade transfusional frequente (199). El-Kalla
e Mathews (1997) avaliaram nove pacientes com idade entre 3 e 10 anos nos
Emirados Arabes e relataram crises vaso-oclusivas dolorosas com
intensidade variada, sequestro esplénico agudo e infec¢des de repeticao em
sete deles. As outras duas criancas eram assintomaticas, apesar de
apresentarem anemia, com reticulocitose. A maior casuistica da literatura foi
publicada por Patel et al (2014) e consiste na descrigdo de 42 pacientes
indianos com idade média de 22 anos, sendo 25 considerados graves, por
apresentarem, no ano anterior ao estudo, trés ou mais episddios vaso-

oclusivos e/ou duas ou mais transfusdes sanguineas. Os demais pacientes
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apresentavam formas leve ou moderada. No grupo considerado "grave", 20
foram submetidos a, pelo menos, 24 meses de hidroxiureia, com resultado
satisfatorio (202).

Em relagao ao risco de AVC isquémico, os dados da literatura mundial
sobre velocidades de fluxo cerebral medidos pelo doppler transcraniano e
sobre eventos clinicos agudos sao derivados de estudos em pacientes com
hemoglobinopatia SS. Sabe-se que um evento isquémico nesses pacientes
pode ocorrer em cerca de 10% dos casos (90, 203). Silva et al descreveram
que a probabilidade de AVC isquémico até os 10 anos de idade em coorte de
criancas com anemia falciforme na Fundagdo Hemominas/MG foi de 8,3%
(204). Nao ha relato disponivel na literatura em criangas com
hemoglobinopatia SD.

A influéncia da concentracao relativa basal da hemoglobina fetal na
reducao dos sintomas nos pacientes com SD-Punjab ndo esta ainda muito
clara. Essa associacao ja foi descrita por varios estudos em pacientes com
hemoglobinopatia SS ao longo do tempo e tem sido justificada pelo fato de
que hemacias com maior quantidade de hemoglobina fetal possuem niveis
mais baixos de hemoglobina S, apresentando menor chance de falcizacéao e,
consequentemente, menor probabilidade de manifestagdes clinicas (149,
205, 206). Dessa forma, Patel et al observaram que a concentracao elevada
de hemoglobina fetal foi associada a menor frequéncia de crises vaso-
oclusivas dolorosas nos 42 pacientes incluidos no estudo de pacientes com
SD-Punjab (202). Em contraponto, trés outros estudos ndo evidenciaram a
mesma relagdo, mas apresentavam casuistica muito menos numerosa que a
de Patel et al, com 5, 9 e 15 pacientes, respectivamente (172, 195, 199).

O curso clinico dos portadores de hemoglobinopatia SD-Korle-Bu
parece ser de pouca gravidade, com sintomas de pequena monta ou, até
mesmo, inexistentes. Alguns autores chegam a comparar esses pacientes
com portadores de traco falciforme, com evolucdo clinica favoravel e exames
hematoldgicos sem alteragdes significativas em relagcdo a valores de
referéncia (187, 190).

No Brasil, o primeiro caso comprovado de Hb SD-Los Angeles foi
descrito por Zago & Costa, em 1988 (207). Outras criangas com Hb SD foram
identificadas pela triagem neonatal no Rio de Janeiro (42, 208). Em 100 mil

recém-nascidos triados entre agosto de 2000 e novembro de 2001, trés
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apresentavam, por HPLC, padrao compativel com Hb SD e 142, com Hb AD.
Estendendo a coorte até dezembro de 2009, foram detectadas 37 criancas
com Hb SD (Tabela | do artigo de 2013); em quatro foi-lhes administrada
hidroxiureia, motivo do artigo que relatou a experiéncia do Hemorio com o
uso do medicamento em criancas com doenca falciforme. Nao ha
identificacdo molecular das hemoglobinas variantes D encontradas, sendo
provavel que a variante D-Punjab seja uma delas, pois houve necessidade do
uso de hidroxiureia em quatro criangas.

A Hb D (sem identificagcdo molecular e em heterozigose com a Hb A)
também foi descrita no Brasil por Bonini-Domingos em sua tese de
doutorado, em 1993 (183). Na regido de Campinas, Sonati e colaboradores
também relataram ser a Hb D a terceira variante mais comum na area de
estudo, seguindo a Hb S e a Hb C (182). Como ja mencionado na sec¢ao
2.3.1, Torres et al (184) relataram recentemente dados clinicos e laboratoriais
de 12 pacientes com Hb SD-Punjab e haplétipo BS do tipo Bantu,

comprovados por exames moleculares.
2.3.4. Tratamento

Existe relativo consenso de que pacientes com hemoglobinopatia SD-
Punjab devam receber o mesmo protocolo de tratamento recomendado
aqueles com hemoglobinopatia SS, uma vez que eles também podem
apresentar complicacbes potencialmente fatais durante a vida, como
sequestro esplénico agudo e sepse bacteriana. Os cuidados devem incluir
orientagdes preventivas e terapéuticas a respeito do manejo das crises vaso-
oclusivas dolorosas, diagnostico precoce de sequestro esplénico agudo,
profilaxia com antimicrobianos para prevengao de infec¢gdes por germes
encapsulados, realizagdao de cobertura vacinal completa, suplementacao
diaria com acido félico e realizagao de estudo familiar para aconselhamento
genético sobre gestagdes futuras (172, 198-200, 209).

O uso da hidroxiureia em criangas com os subtipos SS ou Sp°-
talassemia tem sido recomendado na literatura, conforme ja descrito no item
2.2.4 No caso de pacientes com hemoglobinopatia SD, os dados sobre
eficacia e seguranca no uso da medicagao estao restritos a casos isolados

(210, 211) e aos poucos estudos que apresentam maior casuistica sobre o
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assunto. Entre as dez criangas incluidas no estudo de Oberoi et al, cinco
receberam tratamento com hidroxiureia devido a crises vaso-oclusivas de
repeticdo e/ou anemia grave, com periodo de acompanhamento que variou
entre 6 e 50 meses apds o inicio do uso da medicagcdo. Em todos os casos
houve reducdo dos episddios dolorosos, com auséncia de efeitos colaterais
significativos secundarios ao uso de hidroxiureia, com exce¢ao de um
paciente que apresentou neutropenia transitéria (198). Conforme
mencionado anteriormente, a maior coorte indiana incluiu 20 pacientes com
idade entre um e 45 anos, que fizeram uso de hidroxiureia por um periodo
minimo de dois anos. Os autores avaliaram os dados clinicos e laboratoriais
antes e apos o0 uso da medicagdo e compararam com um grupo de 17
pacientes que ndo a receberam. A indicacdo mais frequente foi em razdo de
crises vaso-oclusivas de repeticdo (13 casos), seguida por anemia grave com
indicagao frequente de transfusdo de concentrado de hemacias (sete casos).
Os resultados mostraram reducéo na frequéncia das crises e interrupcao da
necessidade transfusional em todos os pacientes. Houve melhora do quadro
de hemodlise, indicado pelo aumento significativo do valor da hemoglobina
basal e redugéo dos niveis de plaquetas, leucdcitos, desidrogenase lactica e
bilirrubinas. Nao foram observadas em nenhum caso toxicidade medular,
cutanea, alérgica ou disfungdo hepatica e renal secundarias ao uso da
medicacéao (209).

Dado que o uso da hidroxiureia consegue apenas amenizar algumas
das manifestagdes clinicas, o transplante alogénico de medula O&ssea
constitui-se, atualmente, no unico tratamento curativo para pacientes com
anemia falciforme. Assim como nos pacientes com hemoglobinopatia SC, sua
indicagdo atual é reservada a formas graves da doenga, que apresentam
morbidade significativa devido a lesbes de diversos orgaos. Os resultados
sobre transplante de medula em criangas com hemoglobinopatia SD também
sdo muito restritos e ficam igualmente inseridos nos resultados globais de
doenca falciforme. Hamidieh et al relataram o caso de uma crianca iraniana
de 11 anos de idade com a variante SD-Punjab, que apresentou melhora
parcial das crises vaso-oclusivas dolorosas com hidroxiureia e foi, entao,
submetido a transplante alogénico de medula 6ssea. O doador foi 0 irméao
gemelar nao idéntico. O paciente evoluiu sem complicagdes significativas,

curando-se da doenga que o acometia (211).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Estimar a prevaléncia e histéria natural das hemoglobinopatias SC e
SD em criangas com doenca falciforme triadas pelo Nucleo de Agdes e
Pesquisa em Apoio Diagndstico (NUPAD) da Faculdade de Medicina da
UFMG, por meio do Programa de Triagem Neonatal de MG (PTN-MG) e
acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundacéao

Hemominas.
3.2. Objetivos secundarios

* Determinar, por métodos moleculares, as variantes de hemoglobina D;

* Avaliar os parametros hematoldgicos na doenga falciforme SC e SD ao
longo do seguimento dos pacientes;

* Estimar a prevaléncia e incidéncia de eventos clinicos relacionados a
doenca falciforme;

» Verificar se existe associacdo de dados hematolégicas com as
manifestacdes clinicas;

* Estimar a sobrevida das criangas com hemoglobinopatia SC e SD;

e Avaliar o risco de acidente vascular cerebral pelo Doppler
transcraniano;

* Determinar os haplétipos dos alelos ﬁse BD nas criangas com
hemoglobinopatia SD

* Determinar a prevaléncia da co-heranca de alfa-talassemia nas
criangas SC e SD;

* Verificar se haplétipos dos alelos Bse B° e a co-heranca de alfa-
talassemia alteram o curso clinico e laboratorial da hemoglobinopatia
SD.
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4. Casuistica e métodos
4.1 Delineamento e local de realizagao

Trata-se de estudo do tipo coorte, parte retrospectiva e parte
prospectiva, em criangas com hemoglobinopatia SC e SD, triadas pelo
Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG), nascidas
entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2012 e
acompanhadas no ambulatério da Fundacdo Hemominas, de Belo
Horizonte (HBH). A parte retrospectiva do estudo incluiu a coleta dos
dados clinicos e hematoldgicos das criangas nos prontuarios meédicos
arquivados no ambulatério do HBH e no banco de dados do PTN-MG
até a data de inicio do estudo. A parte prospectiva refere-se ao
seguimento de todas as criangas desde inicio do estudo até
31/12/2014. Nessa fase foi feita a coleta de sangue para determinar os
haplotipos dos alelos BS e BD nas criangas com hemoglobinopatia SD e
para a pesquisa de co-heranga de alfa talassemia nas criangas SC e
SD.

4.2 Programa Estadual de Triagem Neonatal para Doenga Falciforme de

Minas Gerais

O PTN-MG teve inicio em setembro de 1993, com o objetivo de
identificar precocemente o hipotireoidismo congénito e a fenilcetonuria. O
programa foi ampliado em margo de 1998, com a inclusdo de triagem para
hemoglobinopatias e, em julho de 2003, com a triagem para fibrose cistica.
Em maio de 2014 foram incorporadas a deficiéncia de biotinidase e a
hiperplasia adrenal congénita. Entre janeiro de 1999 e dezembro de 2012
foram triadas em Minas Gerais 3.590.315 criangas para hemoglobinopatias.

A coleta do sangue para a triagem € realizada em postos de coleta
localizados, em sua grande maioria, nas Unidades Basicas de Saude de
todos os municipios do Estado. Os recém-nascidos retidos em maternidades
tém seu sangue colhido nessas instituigdes.

As amostras de sangue sdo coletadas, preferencialmente, entre o

terceiro e o quinto dia de vida em papel-filtro tipo Schleicher & Schuell 903®
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(Dassel, Alemanha), e, ap6s secagem, acondicionadas em envelope
contendo todos os dados de identificagdo da crianca. O material € entao
transportado ao laboratério de triagem neonatal do Nucleo de Pesquisa em
Apoio Diagnéstico da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais (NUPAD), localizado na Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em Belo Horizonte.

Do inicio do programa para hemoglobinopatias até marco de 2002, o
laboratério do Nupad utilizou, na determinagdo do perfil hemoglobinico, o
método de eletroforese por focalizagao isoelétrica (IEF) com insumos e
equipamentos de eletroforese RESOLVE Systems, Neonatal Hemoglobin
Test Kit (PerkinElmer). Amostras com resultado alterado ou suspeito foram
imediatamente repetidas pelo mesmo método para confirmagao. A partir de
marco de 2002, o laboratério passou a trabalhar, primariamente, com a
técnica de cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC), utilizando o
equipamento VARIANT da BIO-RAD e o kit "Sickle Cell Short". Amostras com
resultados alterados ou suspeitos passaram a ser repetidos por IEF, para
confirmacgéao. A partir de 2010, a IEF passou novamente a ser a metodologia
primaria, sendo a suspeita de doenca falciforme confirmada por reacdo de
cadeia da polimerase, alelo-especifica, para as mutagbes S, C e D-Punjab,
além do alelo selvagem A.

O NUPAD é o centro de referéncia mineiro do Ministério da Saude,
sendo responsavel pela coordenacdo do PTN-MG, o que inclui a
comunicagao dos resultados alterados da triagem neonatal, solicitagédo de
amostras para estudo familiar, quando necessario, e controle do fluxo de
referéncia e contrarreferéncia dos pacientes triados pelo programa. Segundo
dados do NUPAD, o PTN-MG apresenta elevada cobertura, atingindo 91,8%
da populagdo de recém-nascidos e 100% dos municipios do Estado. Os
restantes 8,2% dos recém-nascidos sdo triados em laboratérios privados,
sem interface com o Nupad.

Os recém-nascidos que apresentam resultado de exame compativel
com qualquer hemoglobinopatia sdo encaminhados a um dos centros
regionais da Fundacdo Hemominas. As criangas s&o direcionadas ao centro
de referéncia conforme a localizagdo geografica do municipio de nascimento,
independentemente de sua evolucido clinica ou eventual necessidade de

transfusdes regulares e uso de hidroxiureia. O acompanhamento a esses
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pacientes segue o Protocolo para Portadores de Sindromes Falciformes,
elaborado pela equipe multiprofissional do ambulatério da Fundacgao
Hemominas. Este protocolo consiste de acompanhamento clinico peridédico
das criangas, bem como assisténcia global da equipe multiprofissional (4).
Em toda consulta hematolégica, ha registro de todas as intercorréncias no
periodo avaliado, em formulario préprio, incluindo os episddios de crises
dolorosas, episodios infecciosos, crises de sequestragao esplénica aguda,
interconsultas realizadas, internagdes, exames hematoldgicos e bioquimicos,

e realizacao do Doppler transcraniano para as criangas SS e SBO-taIassemia.

4.3 Populagao estudada, critérios de inclusao e exclusao

Entre as criangas nascidas no periodo de 1 de janeiro de 1999 a 31 de
dezembro de 2012, foram triadas pelo PTN-MG 21 criangas com perfil
hemoglobinico compativel com hemoglobinopatia SD e foram encaminhadas
ao HBH 569 criangas com hemoglobinopatia SC. A data de 31 de dezembro
de 2012 foi adotada para que todas as criangas fossem acompanhadas por,
no minimo, dois anos. Foram analisados todos os prontuarios médicos
disponiveis no HBH dentro do periodo relatado, sendo considerados critérios
de inclusao:

* Criangas triadas pelo PTN-MG entre janeiro de 1999 e dezembro de
2012, com o diagndstico de Hb SC ou SD;

e Criancas SC que foram encaminhadas para o HBH e que
permaneceram em acompanhamento clinico naquele hemocentro da
Fundacdo Hemominas até a data final do presente estudo;

* Criancas SD acompanhadas em todos os hemocentros de Minas

Gerais ou que foram transferidos para outros estados.
Os critérios de exclusao utilizados nesta pesquisa foram:
* Criangas com perfil hemoglobinico compativel com outros subtipos de

doenga falciforme (SS, S/beta talassemia, SE ou SO*™);

* Criancas que evoluiram para o 6bito antes do inicio do estudo;
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* Criangas encaminhadas ao HBH que compareceram a primeira
consulta e ndo deram seguimento ao acompanhamento clinico por
qualquer razao;

* Criangas que obtiveram alta do programa de acompanhamento clinico
por qualquer razao;

* Criangas transferidas para acompanhamento em outro hemocentro,

exceto as criancas SD.

4.3.1. Hemoglobinopatia SD

Das criangas nascidas entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro
de 2012 e triadas pelo PTN de Minas Gerais, vinte e um (21) apresentavam o
perfil hemoglobinico FSD. Deste total foram excluidos 2 pacientes, porque
nao se obteve amostra de sangue para analise. Uma crianga mudou-se para
o exterior e outra mudou-se para outro estado. Nao foi possivel contato com
as familias. Estas criangcas foram consideradas somente para o calculo da
incidéncia da hemoglobinopatia SD nesta coorte. Foram estudadas, portanto,
19 criangas com perfil eletroforético compativel com hemoglobinopatia SD

(figura 1).

Figura 1. Fluxograma de inclusédo das 19 criangas com Hb SD no estudo.

21 criangas triadas _
pelo PTN-MG em todo ¢ 01 crianga mudou-
o estado de MG com se para outro pais

hemoglobinopatia SD

¢ 01 criangca mudou-se para
outro estado, nao foi possivel
contato com a familia

20 criancas

Populacgao do estudo:

19 criancas
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4.3.2. Hemoglobinopatia SC

Das criangas nascidas entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro
de 2012 triadas pelo PTN de Minas Gerais e encaminhadas ao HBH, 569
apresentavam o perfil hemoglobinico FSC. Como apresentado na figura 2,
foram excluidas 12 criancas devido a transferéncia para outra unidade da
Fundacdo Hemominas e outras 18 por perda de seguimento clinico. Para que
a taxa de mortalidade nao fosse superestimada ou, inversamente, que a
curva de sobrevida fosse subestimada, foi utilizado como denominador
dessas estimativas o numero total de 539 criangas. Contato com as familias e
assinatura do TCLE nao foram possiveis em 78 casos. Por isso, os demais
resultados que serdo descritos na sec¢ao 5.2.2 referem-se ao numero de 461

criangas (ver Figura 1).
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Figura 2. Fluxograma de inclusédo das 461 criangas com Hb SC no estudo

Entre 1° de Janeiro de 1999 e 31 de dezembro de
2012, 569 criancas com perfil eletroforético FSC foram
triadas pelo PETN-MG e encaminhadas para 12
consulta no ambulatério da Fundacao Hemominas,
Belo Horizonte (HBH)

12 criangas foram
transferidas para outra
unidade da Fundacao
Hemominas dentro do
estado

18 crian¢as nao deram
seguimento ao
acompanhamento
clinico

539 criancas remanescentes

Em 78 casos nao foi
possivel coleta de TCLE
ou contato com as
familias

Populagao do estudo
(n=461)
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4 .4 Coleta de Dados

Os dados dos prontuarios da Fundagcao Hemominas foram coletados
pelo pesquisador com a ajuda de quatro académicos de medicina da UFMG,
e uma académica de enfermagem da Unifenas/BH, selecionados pelo Nupad
e Fundacdo Hemominas.

As informagbes pessoais, dados hematolégicos e eventos clinicos
foram extraidos dos prontuarios médicos arquivados no ambulatério do HBH
e NUPAD. As consultas médicas das criancas triadas pelo PETN-MG sao
registradas em formulario padronizado pela instituicdo em duas vias iguais e
arquivadas no hemocentro de referéncia e na central do Nupad,
respectivamente. Os dados clinicos e hematoldgicos dos pacientes com
hemoglobinopatia SD em acompanhamento nos hemocentros do interior do
estado foram extraidos das copias arquivadas no Nupad. Os dados foram
digitados e armazenados em um banco de dados especifico, derivado do
Microsoft Access, ja implantado para outras projetos sobre doenca falciforme.
Todo o processo de coleta de dados e digitagado realizado pelos académicos
foi orientado pelo pesquisador. Na eventualidade de haver citagao apenas do
més do episédio de intercorréncia clinica, e ndo do dia exato do episddio,
convencionou-se registrar a data como o dia 15 do respectivo més.

Os municipios de nascimento das criancas foram divididos em trés
grupos: Belo Horizonte, regiao metropolitana de Belo Horizonte e interior do
estado de Minas Gerais. A regido metropolitana de Belo Horizonte é
atualmente constituida por 50 municipios: Baldim, Belo Horizonte, Betim,
Brumadinho, Caeté, Capim Branco, Confins, Contagem, Esmeraldas,
Florestal, Ibirité, Igarapé, Itaguara, Itatiaiugu, Jaboticatubas, Juatuba, Lagoa
Santa, Mario Campos, Mateus Leme, Matozinhos, Nova Lima, Nova Uniao,
Pedro Leopoldo, Raposos, Ribeirdo das Neves, Rio Acima, Rio Manso,
Sabara, Santa Luzia, Sao Joaquim de Bicas, Sao José da Lapa, Sarzedo,
Taquaragu de Minas, Vespasiano, Barao de Cocais, Belo Vale, Bonfim,
Fortuna de Minas, Funilandia, Inhauma, Itabirito, Itauna, Moeda, Para de
Minas, Prudente de Morais, Santa Barbara, Sao José da Varginha e Sete
Lagoas.

As variaveis hematoldgicas registradas foram concentracao total de
hemoglobina, niveis de HbF e HbAZ2, leucometria total, plaquetometria,

contagem de reticuldcitos no sangue periférico, volume corpuscular médio
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(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), ferro sérico, indice de
saturacdo da transferrina e ferritina sérica, dados laboratoriais relativos aos
haplétipos do cluster do gene beta e de co-herancga de delegbdes do gene alfa
(alfa-talassemia).

As criangas com hemoglobinopatia SD tiveram suas amostras
analisadas por PCR-RFLP (reagdo em cadeia de polimerase com restricado
enzimatica), utilizando-se, inicialmente, a enzima de restricdo EcoRI para
detectar a mutagao subjacente a variante D-Punjab no terceiro éxon do gene
beta (HBB) (173). Caso a reagao fosse negativa, foi feito sequenciamento do
gene HBB, para identificar a mutacdo subjacente a outras hemoglobinas
variantes. Ver detalhes dos dois métodos nos Anexos | e Il.

A deteccdo de sete delegdes subjacentes a alfa talassemia foi
realizada por meio da reagcao multiplex gap-PCR (Anexo lll). A identificacao
dos haplétipos do gene da B-globina foi realizada por meio de PCR-RFLP em
seis sitios de restricdo conhecidos. Adicionalmente outros dois sitios foram
determinados por sequenciamento génico (Anexo V).

Todos os valores hematologicos foram transcritos das anotacgdes
médicas, na auséncia de processos infecciosos ou crise algica e, no minimo,
3 meses apos uso de hemocomponentes. A média aritmética de cada item foi
considerada como valor basal para cada paciente em questdo. A
concentragcado relativa de hemoglobina fetal basal foi obtida a partir das
eletroforeses de hemoglobina registradas no prontuario médico de cada
paciente. Optou-se por considerar a eletroforese realizada na idade mais
avancada dentro do periodo de acompanhamento, desde que tivesse sido
colhida apés dois anos de vida, época em que a concentragao fisioldgica de
hemoglobina fetal ja se encontra relativamente estavel.

Foram realizados exames de doppler transcraniano para avaliar o risco
de acidente vascular cerebral isquémico. Os exames foram realizados e
interpretados por uma unica especialista, usando um equipamento modelo
EME TC 2000, Nicolet, Madison, WI, USA. Um exame com resultado de alto
risco foi definido como a VMMax 2200 cm/s na carétida interna ou nas
artérias cerebrais médias, conforme originalmente definido pelos
investigadores do estudo americano sobre prevengao primaria de acidente

vascular cerebral isquémico em pacientes com anemia falciforme (STOP)
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(212). O exame de dois pacientes foi excluido da analise de resultados
porque eles foram realizados apés o inicio de hidroxiureia.

Em conjunto com o programa de especialidades médicas para doenca
falciforme (PAE-Cehmob), houve o planejamento de realizar interconsultas
oftalmoldgicas, ortopédicas e cardioldgicas para avaliagdo de retinopatia
falciforme, necrose avascular de cabeca de fémur/Umero e hipertensao
pulmonar, respectivamente. Contudo, nao foi possivel a realizacdo dessas
interconsultas durante o transcorrer do projeto, por limitagdo orgamentaria e
dificuldade logistica. Foram, entdo, extraidas dos prontuarios médicos
informagdes sobre as consultas oftalmoldgicas, ortopédicas e cardioldgicas
realizadas de acordo com o protocolo clinico de atendimento da Fundacgao
Hemominas (4). As solicitagdes de consultas ortopédicas sao feitas por
hematologista do HBH sob demanda, ou seja, de acordo com a presenga de
sintomas sugestivos de complicagcdes osteoarticulares. As interconsultas sao
encaminhadas para a unidade basica de saude mais proxima do endereco
residencial da crianga e direcionadas para a avaliagao do(s) ortopedista(s) de
referéncia de cada municipio. Ja as consultas oftalmoldgicas e cardiolégicas
sao solicitadas anualmente para todos os pacientes com doenca falciforme
acima de 5 anos de idade, ou antes, se houver sintoma relacionado. As
solicitagdes de consultas oftalmoldgicas e cardiolégicas seguem o mesmo
fluxo de encaminhamento e o atendimento realizado no servico de referéncia
do bairro ou municipio. No presente estudo, foi considerada retinopatia
falciforme qualquer referéncia de tortuosidade vascular a fundoscopia,
registrada em prontuario médico. Além disso, foi considerada hipertensao
pulmonar a pressao estimada de artéria pulmonar (PSAP) acima de 30 mm
Hg, inferida a partir da velocidade de regurgitagdo na valva tricispide, medida
por ecocardiograma.

As informacgdes relacionadas as criancas que faleceram foram obtidas
dos registros nos prontuarios médicos do HBH e copia das certiddes de 6bito
fornecidas pelo NUPAD.

4.5 Aspectos Eticos

A busca de dados foi desenvolvida no ambulatério da Fundacgao

Hemominas, com garantia de sigilo das informagdes pessoais de cada sujeito

57



da pesquisa. Os pesquisadores comprometeram-se a utilizar os materiais e
dados coletados exclusivamente para os fins previstos no projeto de
pesquisa. Foi colhido termo de consentimento livre e esclarecido dos
responsaveis e pacientes, conforme orientagdo do Comité Nacional de Etica
em Pesquisa (Anexo V).

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Camara do Departamento de
Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG e pelos Comités de Etica em
Pesquisa da UFMG e da Fundacéo Centro de Hematologia e Hemoterapia de
Minas Gerais - Hemominas (Plataforma Brasil, CAAE:
13327713.5.0000.5149; Anexo VI).

4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), versao 20.0, utilizando-se testes
estatisticos adequados a cada situacéao.

Os resultados quantitativos foram expressos pela média + desvio
padrao (DP), ou pela mediana e intervalo interquartil, quando foi constatado
gue a média ndo era medida-resumo adequada (distribuicdo ndo-gaussiana).
As prevaléncias foram expressas pelas porcentagens correspondentes ao
item analisado e limites de confianga a 95%.

Associagao da co-heranga de alfa talassemia com o género, municipio
de residéncia (BH, regiao metropolitana ou interior do estado) e presenca de
esplenomegalia basal foram testadas com o qui-quadrado ou teste exato de
Fisher. Comparagdes entre as médias de diferentes grupos de criangas (por
exemplo, com ou sem alfa talassemia) quanto ao nivel de hemoglobina,
porcentagem de Hb S, Hb C, Hb F, valores médios de VMMax, contagens
basais de leucécitos, plaquetas e reticuldcitos foram feitas com o teste t
adotando-se o0s valores estatisticos correspondentes a distribuicao
homocedastica (varidancia homogénea) ou heterocedastica (variancia
heterogénea), conforme o teste de Levene.

A incidéncia de eventos clinicos, como SEA, crises dolorosas,
infeccoes e transfusdes sanguineas foram expressas por taxas relativas a

100 pacientes-ano, com limites de confianga a 95%. Comparagdes entre
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taxas de incidéncia relativas a dois grupos distintos de criangas foram feitas
por meio do teste de Fisher.

As curvas de sobrevida seguiram o modelo de Kaplan-Meier. A curva
de probabilidade de ocorréncia do primeiro episddio de SEA foi construida
levando-se em consideragdao que o tempo de “exposi¢cdo” ao primeiro
episddio de SEA é, pela natureza do estudo, diferente para cada crianga,
conforme sua data de nascimento. As curvas de probabilidade para a
ocorréncia do primeiro episddio de SEA e probabilidade de o6bito foram
obtidas, no Programa SPSS, pela escolha do grafico “One minus Survival’,
que representa a fungdo (1 — Funcédo de sobrevida). Havendo necessidade
de comparacao entre grupos de criangas, foi utilizado o teste de logrank.

Consideraram-se significativos os testes em que a probabilidade de

erro alfa foi igual ou inferior a 0,05.

4.7 Financiamento

Essa pesquisa recebeu o apoio logistico do Nupad e Hemominas. Os
recursos financeiros para compra de insumos foram obtidos de projeto
aprovado pelo CNPq e pela Fapemig. Os bolsistas do projeto foram
estagiarios contratados pelo Nupad ou alunos de iniciagdo cientifica do
Programa PIBIC e PROBIC da UFMG. O orientador do doutorando, Professor

Marcos Borato Viana, é bolsista de produtividade cientifica do CNPq.
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5. Resultados

5.1. Hemoglobinopatia SD

Segue, nas paginas seguintes, copia do artigo "Clinical, hematological
and genetic data of a cohort of children with hemoglobin SD”, recém-
publicado pela Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, fasciculo 3,
volume 38, julho a setembro de 2016, paginas 240-246 (DOI:
10.1016/j.bjhh.2016.05.002), com os principais resultados encontrados.

60



; . Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapié
A Bl 1 l4 Brazilian Journal of Hematology and Hemotherapy

www.rbhh.org

Original article

Clinical, hematological and genetic data of a cohort
of children with hemoglobin SD

Paulo do Val Rezende®*, Kenia da Silva Costa®, Jose Carlos Domingues Junior?,
Paula Barezani Silveira“®, André Rolim Belisdrio?, Celia Maria Silva“,
Marcos Borato Viana"

2 Fundagdo Hemominas, Belo Horizonte, MG, Brazil
® Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Introduction: The hemoglobin FSD is very uncommon in newborn screening programs for
Received 9 April 2016 sickle cell disease. In the program of Minas Gerais, Brazil, the clinical course of children
Accepted 2 May 2016 with hemoglobin SD was observed to be heterogeneous. The objective of this study was
Available online 21 May 2016 to estimate the incidence (1999-2012) and to describe the natural history of a cohort of

newborns with hemoglobin SD.

Keywords: Methods: Isoelectric focusing was the primary method used in newborn screening. Poly-
Sickle cell disease merase chain reaction-restriction fragment length polymorphism and gene sequencing
Hemoglobin S/D-Punjab were used to identify mutant alleles and for haplotyping. Gap-polymerase chain reaction
Hemoglobin S-Korle Bu was used to detect alpha-thalassemia.

Children Results: Eleven cases of hemoglobin S/D-Punjab and eight of Hb S-Korle Bu were detected.
Haplotypes Other variants with hemoglobin D mobility were not identified. All hemoglobin D-Punjab

and hemoglobin Korle Bu alleles were associated with haplotype I. Among the children with
hemoglobin S/D-Punjab, there were four with the g5 CAR haplotype, six with the Benin
haplotype, and one atypical. Results of laboratory tests for hemoglobin S/D-Punjab and
hemoglobin S-Korle Bu were: hemoglobin 8.0 and 12.3 g/dL (p-value <0.001), leukocyte count
13.9 x 10°/L and 10.5 x 10°/L (p-value=0.003), reticulocytes 7.5% and 1.0% (p-value <0.001),
hemoglobin F concentration 16.1% and 6.9% (p-value =0.001) and oxygen saturation 91.9%
and 97% (p-value = 0.002), respectively. Only hemoglobin S/D-Punjab children had acute pain
crises and needed blood transfusions or hydroxyurea. Those with the Benin S haplotype had
higher total hemoglobin and hemoglobin F concentrations compared to the CAR haplotype.
Transcranial Doppler was normal in all children.
Conclusion: The clinical course and blood cell counts of children with hemoglobin S/D-Punjab
were very similar to those of hemoglobin SS children. In contrast, children with hemoglobin
S-Korle Bu had clinical course and blood cell counts like children with the sickle cell trait.
© 2016 Associacao Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular. Published

LA Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
P
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
p & J |

* Corresponding author at: Rua Frei Gonzaga, 301, 30315-170 Belo Horizonte, MG, Brazil.
E-mail address: paulinhovalrezende@gmail.com (P.d.V. Rezende).
hitp://dx.doi.org/10.1016/].bjhh.2016.05.002
1516-8484/© 2016 Associacdo Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (hittp://creativecommons.org/licenses/by-ne-nd/4.0/).

61



REV BRAS HEMATOL HEMOTER. 2016;3 8(3):240-246 241

Introduction

Sickle cell disease (SCD) is a public health problem world-
wide. The hemoglobin (Hb) SD subtype seems to be very
rare. It includes the Hb S/D-Punjab variant that apparently
is associated with a more severe clinical course, and other
Hb S-non-Punjab variants, with limited information regarding
laboratory and clinical data.”™

The Hb D-Punjab variant is the most common D-subtype
described in the literature worldwide. It was first described in
1951 by Itano.” It results from the replacement of the amino
acid glutamate with glutamine at position 121 of the beta-
globin chain [beta 121(GH4) Glu>Gln; HBB: ¢.364G>C].

Another variant within the window of Hb D using isoelec-
tric focalization (IEF), but not using high-performance liquid
chromatography (HPLC), is Hb Korle Bu, which results from
the replacement of the amino acid aspartate with asparagine
at position 72 of the beta-globin chain [beta 73(E17) Asp>Asn;
HBB: ¢.220G>A]. It originates from the western region of Africa,
and its dissemination to America is probably linked to the
slave trade in the 17th to 19th centuries.®

The clinical course of patients with Hb SD disease seems
to be heterogeneous, depending on the Hb D variant. This
suggests that the sickling process is likely the result of the
interaction between the intracellular Hb S and Hb D variants.
This interaction may be strengthened or weakened, depend-
ing on the Hb variant co-inherited with the g% mutation.®*
Children with Hb S/D-Punjab disease seem to present a
clinical course similar to those with homozygous Hb SS
disease 810,11,15,16

Thus, patients with Hb S/D-Punjab disease should receive
the same treatment protocol as those with Hb SS disease
because they may also experience potentially fatal compli-
cations during their lives.'®*"” The use of hydroxyurea in
children with Hb SD disease has been restricted to isolated
cases.1118,12

The objective of this study was to estimate the incidence
and to describe the natural history of newborns with the Hb
SD pattern by IEF, screened as part of the Neonatal Screening
Program in the Brazilian state of Minas Gerais (PTN-MG). Addi-
tionally, beta-globin cluster haplotypes for the g3, 8P Fu%j20 and
pKorle Bu mutations were determined in order to try to trace the
origin of the respective mutations.

Methods

This descriptive study is based on a retrospective cohort.
Archived medical records from the Fundacio Hemominas
(Government Blood Center) and the PTN-MG databank were
used. IEF of #iried blood spot samples (Neonatal Hemoglobin
Resolve Screen Kit, PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Finland) has been the primary method of newborn screening
at PTN-MG. Allele-specific polymerase chain reaction (PCR) for
8%, BS, BC, and BPPunjab alleles was introduced in the blood
bank protocol as a confirmatory test in 2010.

The population initially comprised 21 children with Hb FSD
at birth. Hb FSD means that the children were born with three
Hb fractions: Hb F (the major fraction at birth that steadily
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Figure 1 - Molecular detection of mutations in Hb D-Punjab
and Hb Korle Bu. (A) Polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism with EcoRI in five children
with Hb D-Punjab. Patients 1, 2, and 4 had wild alleles (two
bands of 300 and 272 base pairs) and Patients 3 and 5 had
an additional band of 572 base pairs that indicates a
heterozygous mutation in the codon 121 of HBB (Hb
D-Punjab); (B) electropherogram of a child with Hb Korle Bu.
The arrow points to the heterozygous mutation
HBB:c.220G>A (GAT>AAT; Asp>Asn) detected through gene
sequencing.

decreases over the first year of life), Hb S, and an Hb with a
zone D mobility in electrophoresis. They were born between
January 1, 1999 and December 31, 2012; a total of 3,590,315
children were screened in this period. The patients’ clinical
and laboratory data up to December 31, 2014 were reviewed so
that all children, except two, had been followed up for at least
two years.

Two patients were excluded from the clinical and molecular
analyses because ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-
anticoagulated blood samples had not been obtained for
molecular tests: one child moved abroad and another moved
out of the state. Contact with the families has failed thus far.
These children were used only to calculate the incidence of Hb
SD in the cohort.

Fragments of the beta-globin gene (HBB) containing
exon 3 (forward primer 5'-TCATGCCTCTTTGCACCATTC-3;
reverse primer 5-CACTGACCTCCCACATTCCC-3') were ampli-
fied using PCR, and polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was conducted
with the EcoRI enzyme to detect the D-Punjab allele (Figure 1A).
If the reaction was negative, the three exons of the HBB gene
were sequenced to identify the mutation underlying the other
Hb variants (primer composition available on request). DNA
sequencing was done in an ABI 3130 capillary sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Figure 1B illus-
trates the gene sequencing of the region in which the HBB:
€.220G>A mutation underlying Hb Korle Bu is located. Detec-
tion of seven more common HBA deletions was carried out by
multiplex gap-PCR.%0
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The B-globin gene cluster haplotyping was carried out by
PCR-RFLP of six restriction sites: Hindlll in the IVS-II of Gy
(rs113425530), HindIlI in the IVS-II of Ay (rs28440105), Hincll
in ¥ (rs10128556), Hincll 3’ to B (without rs), Hinfl 5 to B
(rs16911905), and Hinfl 3’ to B (rs10837631). Additionally, Hincll
5’ to & (rs3834466) and Avall at IVS-II-16 of B (rs10768683) were
determined by gene sequencing, Restriction enzymes used for
the haplotype analyses were purchased from New England
Biolabs, Inc. (Beverly, MA, USA). Classification of haplotypes
was based on Orkin et al.** and Nagel et al. for the g gene.”
The assignment of specific haplotypes in heterozygous states
should be interpreted with caution if family studies or allele
cloning are not performed. In the present study, the inter-
pretation of the results was facilitated by our previous report
showing that in 206 Hb SS children from Minas Gerais, 98.5%
of the S chromosomes were of the types CAR or Ben.”*

A Coulter T-890 hematology counter was used to perform
all blood cell counts. Reticulocytes were counted in blood
smears stained with brilliant cresyl blue. All hematologi-
cal values were transcribed from the medical records in the
absence of acute clinical manifestations and at least three
months after the use of blood products. The mathematical
average of each item was considered as the baseline value for
each patient. The relative baseline concentration of Hb F was
obtained from the Hb electrophoresis results reported in each
patient’s medical record. The results of electrophoresis test-
ing performed at the oldest age possible within the follow-up
period were used as long as the sample had been collected
after two years of age.

Transcranial Doppler (TCD) examinations were performed
in 14 children and interpreted by a single expert using a Nico-
let equipment (model EME TC 2000, Nicolet, Madison, WI,
USA). High-risk TCD was defined as a time-averaged mean
of the maximum velocity (TAMMX) >200 ci/s in the internal
carotid or middle cerebral artery as originally defined by stroke
prevention in sickle cell anemia (STOP) investigators.”* The
examination could not be performed in five patients: three
examinations were impossible because of the lack of cooper-
ation on the part of the children and two were not performed
because the children failed to attend the examination.

Statistical analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences program (SPSS), version 20.0.
Quantitative results are expressed as the average + standard
deviation or as the median and range when distribution was
non-Gaussian. Prevalence was expressed as a percentage and
a 95% confidence interval (CI) was applied. Unpaired t tests
were used to compare mean values between Hb S/D-Punjab
and Hb S-Korle Bu groups. Test results were considered signif-
icant when the probability of alpha error was <0.05.

The study was approved by the Ethics Research Committee
at the involved institutions (case No. 13327713.5.0000.5149). It
was cohdutted in accordance with the Helsinki Declaration as
revised in 2008. Patients and/or guardians were asked to sign
the informed consent form.

Results

The incidence of Hb FSD at birth was 1:171,000 (95% CIL:
1:120,000-1:299,000). Molecular analyses were applied to

samples from 19 out of the 21 children because as previously
mentioned, sample collection from two children was not pos-
sible. The ages ranged from 2.8 to 16.2 years, with a median
of 8.9 years. Thirteen children were male (68.4%) and six were
female (31.6%).

Out of the 19 children, 11 children (ten families) were diag-
nosed with Hb S/D-Punjab disease and eight were diagnosed
with Hb S-Korle Bu. No other variants were found. Gender dis-
tribution in the Hb S/D-Punjab group was four females (36.4%)
and seven males (63.6%) and gender distribution in the Hb S-
Korle Bu group was two females (25%) and six males (75%). The
median age was 11 years (range: 2.8-16.2) in the Hb S/D-Punjab
group and 7.7 years (range: 3-13.7) in the Hb S-Korle Bu group.

All children of the Hb S/D-Punjab group were found to have
baseline Hb levels below 10g/dL (average: 8.0g/dL) and the
reticulocyte counts varied. The baseline values of the hema-
tologic tests and genetic results for each child are reported
in Teble 1. Figure 2 compares the main results found in both
groups. The Hb S/D-Punjab group was found to have lower
average baseline Hb values and higher reticulocyte counts
than the Hb S-Korle Bu group (p-value <0.001 for both com-
parisons). Relative Hb F concentrations were higher in the
children of the Hb S/D-Punjab group (p-value=0.001). Total
leukocyte and platelet counts were also higher in the Hb S/D-
Punjab group (p-value =0.003 and p-value =0.06, respectively).
Mean ratios between Hb S and Hb D concentrations were 1.06
and 1.14 in the Hb $/D-Punjab and Hb S-Korle Bu groups,
respectively (p-value=0.61).

The coinheritance of alpha-thalassemia (ae/—a37) was
detected in four children (two with Hb S/D-Punjab and
two with Hb S-Korle Bu). Mean corpuscular volume (MCV)
and mean corpuscular Hb (MCH) were significantly lower
in children who co-inherited the alpha-thalassemia dele-
tion (p-value=0.008 and p-value=0.03, respectively). The Hb
S/D-Punjab group was analyzed separately: the MCVs of the
patients with and without-alpha thalassemia averaged 76.6 fL
and 85.9{L, respectively (p-value =0.001), while the MCHs aver-
aged 24.2 pg and 29.1pg, respectively (p-value=0.001).

In terms of the associated clinical findings, two (18.2%) of
the children in the Hb S/D-Punjab group had acute splenic
sequestration crises (ASSCs), and all 11 experienced at least
one acute pain episode. However, there were no ASSCs in the
Hb S-Korle Bu group, and three patients (37.5%) had at least
one acute pain episode reported as such in the patients’ med-
ical records. None of the children in the Hb S-Korle Bu group
received blood transfusions; however, seven (63.6%) children
in the Hb S/D-Punjab group received transfusions.

No child had an overt stroke. Mean Doppler TAMMX values
for Hb S/D-Punjab and Hb S-Korle Bu children were 131.1cm/s
[standard error of the mean (SEM): 6.7] and 89.2cm/s (SEM:
6.5), respectively (p-value=0.001). All children were classified
as being at low risk for strokes.

Baseline oxygen saturation was lower in the Hb S/D-Punjab
group and significantly differed from the Hb S-Korle Bu group.
Average values in the two groups were 91.9% and 97%, respec-
tively (p-value=0.002). There were no deaths in the study
population.

Clinical treatment was also reviewed. All patients received
a prescription for antimicrobial prophylaxis, daily folic acid
supplements, and immunizations. Three (27.3%) of the
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Table 1 - Mean baseline hematological data and genetic results of 11 children with Hb S/DPu%2b and eight children with

Hb S-Korle-Bu.

1d/Gender Hemoglobin Leukocytes Platelets Reticulocytes HbF(%) ~ HbS(%) HbD (%) gs

(g/dL) (x10°/L) (x10°/1) (%) haplotype/a—37
thal®

Children with Hb S/DPuniab (n=11)

UF 7.2 13.9 347.7 40 13 48 37 CAR/—

2M 79 16.1 431.8 14.7 13 45 39 ATP/—

3/F 6.8 13.7 368.0 8.7 14 38 44 BEN/—

4/M 6.8 18.0 552.0 7.5 4 44 37 CAR/—

S5/F 8.3 15.2 300.2 9.5 22 41 35 BEN/—-

6/M° 8.6 11.2 335.0 3.9 23 33 40 BEN/+

7/F 9.5 12.6 353.8 3.2 16 47 39 BEN/—

8/M" 89 15.0 454.0 6.4 21 36 40 BEN/—

9/M 8.4 13.6 4322 103 10 40 46 CAR/+

10/M 6.2 133 308.8 8.7 16 39 35 CAR/—

1M 9.5 11.2 430.9 5.9 25 37 36 BEN/—

Mean 8.0 14.0 392.2 : 75 16.1 40.7 389

Children with Hb S-Korle-Bu (n=8)

/M 117 12.2 397.3 1.8 6 58 34 CAR/+

2/M 12.8 10.8 366.9 1.2 9 45 45 CAR/—

3/M 115 71 326.6 1.0 7 45 42 CAR/—

4/F 12.8 77 257.0 11 6 59 33 BEN/—

S/F 13.2 10.1 275.6 0.4 9 41 48 CAR/+

6/M 123 114 3317 0.6 6 39 52, CAR/—

7M 12.0 14.3 407.9 1.3 4 50 44 CAR/—

8/M 11.8 105 266.3 0.8 8 39 50 CAR/—

Mean 12.3 10.5 3287 1.0 6.9 47.0 43.5

@ Brothers.

b Co-inheritance (+ or —) of the alpha-thalassemia gene —o37 (—o?”/aa).
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Figure 2 — Mean baseline hematological data of 11 children with Hb S/D-Punjab and eight children with Hb S-Korle Bu. (A)
Total hemoglobin concentration (g/dL); (B) reticulocytes (%); (C) fetal hemoglobin (%); (D) leukocyte count (x10°/L). The
unpaired t test was used to compare mean values between Hb S/D-Punjab and Hb S-Korle Bu groups.
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Table 2 - Clinical and laboratorial data in three children with Hb SD-Punjab and response to hydroxyurea.

Id/gender  Age (years) at Clinical Dose Duration Before After Decreased
start of HU indication (mg/kg/day) (months) hydroxyurea hydroxyurea number of
for HU clinical events
TotalHb  Ret(%)  TotalHb  Ret(%)
(e/dLy/HD (g/dLy/Hb
E (%) F (%)
1M 14 Severe vaso- 20 8 9.5/26.7 6.1 11.1/34 0.4 Yes
occlusive
pain episodes
IM 6.6 Severe vaso- 27 76 8.5/9.0 84 10.2/17 34 Yes
occlusive
pain episodes
4/M" 0.8 Anemia 15 36 .
8 Severe vaso- 26 27 7.6/4.0 117 8.8/20 6.3 Yes
occlusive

pain episodes

Id: identification refers to numbers in !

; HU: hydroxyurea; Ret: reticulocyte count.

2 This child was given hydroxyurea in August 2005 because of Hb <5.0 g/dL. Hydroxyurea was withdrawn in July 2008 by his mother, not by the
hematologist. The drug was restarted in September 2012, because of multiple episodes of vaso-occlusive pain.

children with Hb S/D-Punjab disease were found to have used
hydroxyurea, as indicated for recurring episodes of pain cri-
sis. All children presented increased total Hb and Hb F as well
as lower reticulocyte counts and fewer pain episodes after
hydroxyurea therapy. Another patient who had also received
an indication for the use of hydroxyurea because of recurring
pain crises is likely to begin using the medication soon. Table 2
shows the data on the use of hydroxyurea.

Haplotyping of Hb S/D-Punjab showed that all patients pre-
sented haplotype I for the D-Punjab allele (+----+++, for the
eight analyzed polymorphic sites in the 5'->3’ direction). In
respect to the B-globin gene cluster, six were Benin, four CAR,
and one had an atypical haplotype (+----+++, e.g., haplotype I
in homozygosis). Similarly, all Hb S-Korle Bu alleles presented
haplotype . Seven had the g5 CAR haplotype and only one, the
85 Benin haplotype.

Comparing hematological data between g5 CAR and gS
Benin haplotypes within the Hb S/D-Punjab group of chil-
dren, Hb concentration (7.2 g/dL versus 8.6 g/dL, respectively)
and fetal Hb (10.8% versus 20.2%, respectively) were signif-
icantly higher for the Benin haplotype (p-value=0.05 and
p-value =0.01, respectively). No other data, including Doppler
TAMMX values, oxygen saturation, and number of transfu-
sions, were significantly different between CAR and Benin

groups.

Discussion

Two variants with the IEF profile of Hb D were identified:
D-Punjab ar¥l Korle Bu. The clinical and laboratory character-
istics of the two groups were very different.

Children with Hb S/D-Punjab disease presented many
different symptoms. This clinical course is similar to that
observed in children with homozygous Hb SS disease as has
already been reported in other studies.?1%15.17.25

<7 Oberoi et al.
evaluated ten patients aged between 1 and 19 years. All of
them presented with moderate or severe anemia (average:
6.8 g/dL) and at least one clinical complication related to the

disease, such as pain crisis, acute chest syndrome, gallstones,
avascular necrosis of femoral head, and recurrent infections.
Furthermore, eight patients required an average of three red
blood cell transfusions during their clinical follow-up period.**
In the present study, blood transfusions were required by
63.6% of patients.

Italia et al. reported on 15 patients with ages between 1 and
34 years. They classified only one patient as mild; two were
classified as having experienced moderate crises, and 12 were
found to have severe hemolytic anemia; these 12 presented
recurrent pain crises and required frequent transfusions.'®
El-Kalla & Mathews evaluated nine patients aged between
3 and 10 years in the United Arab Emirates. They reported
pain crises of varying intensity, acute splenic sequestration
crises, and repeated infections in seven patients. The other
two children were asymptomatic, although anemic and with
increased reticulocyte counts."” The largest sample size in the
literature was published by Patel et al. Of 42 Indian patients
with an average age of 22 years, 25 were considered to be
severe cases for presenting three or more acute pain crises
and/or the need of two or more blood transfusions in the year
prior to the study.”

The group of children with Hb S-Korle Bu disease did not
present clinical complications. Three children presented with
mild to moderate diffuse abdominal pain that was considered
secondary to the underlying disease. However, a pain crisis
is frequently inferred as the cause of abdominal pain when
signs and symptoms related to other etiologies (such as fever,
vomiting, and blood in the stools) are absent in children. Dur-
ing the crises, these children are generally assumed to have Hb
S/D-Punjab even if they have not been submitted to molecular
testing. Pain crises may be difficult to distinguish from other
equally prevalent etiologies in children such as constipation
and functional abdominal pain.”® It is known that abdomi-
nal pain affects 38% of the school-aged pediatric population
weekly; no reliable biological markers clearly define a diag-
nosis of functional pain.”” In addition, few studies show that
the clinical course of Hb S-Korle Bu disease carriers may be
mild, with minor or even absent symptoms, but the number
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of patients and length of follow-up preclude a solid conclu-
sion. Some authors have compared these patients to sickle
cell trait carriers.” Therefore, the exact definition of the Hb D
variant that the patient has is important for the correct dif-
ferential diagnosis of abdominal pain in children. It also aids
in decreasing both the unnecessary stigma against chronic
diseases and unnecessary treatments, such as the indiscrim-
inate use of powerful anti-inflammatory medications and
painkillers.

There seems to be no reports available in the literature
about transcranial Doppler examinations in children with Hb
SD disease. In the present study, all children were found to be
at low risk for strokes. As expected, the mean value of TAMMX
was significantly higher in Hb S/D-Punjab than in Hb S-Korle
Bu children because the Hb concentration was significantly
lower in the former group.

Higher Hb F baseline percentages were observed in the Hb
S/D-Punjab group; there was a statistically significant differ-
ence from the values observed in the Hb S-Korle Bu group.
The influence of this percentage on decreasing symptoms in
children with Hb S/D-Punjab disease remains unclear. This
association has been described in patients with Hb SS dis-
ease and has been explained by the fact that red blood cells
with larger quantities of Hb F possess lower levels of Hb S;
therefore, they have a lower chance of sickling, and as a result,
a lower probability of experiencing clinical manifestations.”®
Patel et al. found higher Hb F concentrations to be asso-
ciated with a lower frequency of acute pain crises in the
42 patients with Hb S/D-Punjab disease.””> Meanwhile, three
other studies failed to find this association; however, they
did include much smaller sample populations than Patel
et al. The other studies included five, nine, and 15 patients,
respectively.” '/

Three children with the Hb S/D-Punjab variant took hydrox-
yurea, and all children experienced significant clinical and
laboratory improvements. In children with Hb SS, the use of
hydroxyurea has been determined to be safe and to provide
satisfactory results.”” In patients with Hb SD disease, the
data on the efficacy and safety of this medication are limited
to isolated cases’” and to a few studies with a larger num-
ber of cases. Out of the ten children included in the study
by Oberoi et al., five received hydroxyurea to treat recurrent
pain episodes and/or severe anemia. Their follow-up periods
ranged from 6 to 50 months. In all cases, there was a decrease
in the number of pain crises and a lack of significant side
effects.'* The largest cohort included 20 Indian patients aged
between 1 and 45 years who took hydroxyurea for at least
two years. Decreased frequencies of crises and interruptions
in transfusions were recorded for all patients. No side effects
were observed.”®

Haplotype I is the commonest type of D-Punjab allele in
almést A1l ethnic populations so far described.”**'>* The
exception is Thailand, where haplotype II was found in nine
patients from five families.>* So it is impossible to trace back
the origin of the allele in the population of this study. Haplo-
types for the Hb Korle Bu allele have not been described yet.
Because all children in the present study are also type I, it
is improbable that the origin of the allele will be determined
for sure. It would be interesting to know whether the same

haplotype is present in Western Africa where the mutation
seemingly originated.”

As far as is known from international reports, the present
study demonstrated for the first time that, within the Hb S/D-
Punjab group, children with the B° Benin haplotype had higher
total Hb concentrations and higher relative concentrations of
fetal Hb than children with the g5 CAR haplotype.

The limitations of the present study include the fact that
it was a retrospective analysis and a low number of patients
were involved. These factors limit conclusions regarding the
incidence of clinical complications in cases of Hb S/D-Punjab
and Hb S-Korle Bu disease as well as a reliable evaluation of the
late-onset effects of the use of hydroxyurea. Furthermore, had
high performance liquid chromatography (HPLC) been used
as the primary screening test at PTN-MG, children with Hb S-
Korle Bu would not be classified as having Hb SD, but instead
as having an unknown variant within the HPLC window of Hb
A2/Hb E.

In conclusion, this is the first study in Brazil to evaluate
children with Hb SD disease detected at birth by IEF. It offers
a clear description of two variants: Hb S/D-Punjab and Hb S-
Korle Bu. Early newborn screening and the systematic genetic
study of Hb D variants are useful in treating patients and in
informing the family members about the prognosis of each
variant. Children with Hb S/D-Punjab have a clinical course
similar to those with Hb SS disease. The subgroup with the g5
CAR haplotype have lower total Hb concentrations and lower
relative Hb F concentrations than those with the 3 Benin hap-
lotype, but the limited number of patients precludes definitive
conclusions. In contrast, the clinical course and laboratory
data in children with Hb S-Korle Bu appear to be similar to
those in children with the sickle cell trait, but caution should
be taken with this statement, considering the limited number
of children and short follow-up thus far reported.
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5.2. Hemoglobinopatia SC

5.2.1. Mortalidade e curva de sobrevida (n = 539)

Das criangas nascidas entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro
de 2012 triadas pelo PTN de Minas Gerais e encaminhadas ao HBH, 569
apresentavam o perfil hemoglobinico FSC. Como ja resumido pela figura 2 da
secao 4.3.2, foram excluidas 30 criancas devido a transferéncia para outra
unidade da Fundagédo Hemominas ou a perda de seguimento clinico.

Entre as 539 criangas remanescentes, ocorreram 23 o6bitos, o que
resulta em taxa de mortalidade de 4,3%. A figura 3 mostra que em 26%
(6/23) dos casos nao foi possivel determinar a causa do o6bito. Entre as
causas conhecidas, houve 10 casos (43,5%) relacionados a complicagcbes
infecciosas, sendo 6 (26%) episddios de pneumonia/sindrome toracica aguda
(STA) e 4 (17,4%) de sepse. Dos sete dbitos remanescentes, trés ocorreram
apo6s sequestro esplénico agudo (SEA). Crise aplasica aguda,
gastroenterite/desidratacéo, traumatismo cranio-encefalico (TCE) e choque

hemorragico foram responsaveis por um ébito, cada uma delas.
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Figura 3 — Causas de Obito das 23 criangcas entre as 539, que
nasceram no periodo de 1 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2012 e
faleceram durante o seguimento, segundo as informagdes obtidas do

documento de 6bito e de dados do estudo de Sabarense (135).
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A tabela 1 mostra dados relacionados a idade ao o6bito das 23
criancgas. Ela variou entre 3 meses e 9 anos e 8 meses, com mediana de 3
anos e 2 meses. A distribuicdo dos 6bitos de acordo com a faixa etaria pode
ser observada na figura 4. Nota-se que 34,8% e 65,2% das 23 criancas

faleceram com idade inferior a 2 e a 5 anos, respectivamente.

Tabela 1: |dade ao 6bito das 23 criangas entre as 539 que nasceram no
periodo de 1 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2012

Idade ao ébito
Média 3 anos e 9 meses
Minimo 3 meses
P25 11 meses
Mediana 3 anos e 2 meses
P75 6 anos e 1 més
Maximo 9 anos e 8 meses
8 (34,8%) 8 (34,8%)
7 (30,4%)
g -
7 -
6 -
5 -
4 -
3 -
2 -
1 -
0 . . .
< 2 anos 2 a5 anos > 5 anos

Figura 4: Distribuicao por faixa etaria dos ébitos das 23 criangas entre as 539
que nasceram no periodo de 1 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de
2012.
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A figura 5 mostra a curva de sobrevida dessas 539 criangas. A
probabilidade estimada de 6bito até os 10 anos de vida foi de 5,4% (1.C. 95%
= 3,2% a 7,6%). As probabilidades estimadas de ébito desses pacientes com
um, dois e cinco anos séo de 1,1% (1.C. 95% = 0,1% a 2,1%), 1,5% (1.C. 95%
=0,5% a 2,5%) e 3,0% (I.C. 95% = 1,4% a 4,6%), respectivamente.

0.25-

0.20

0.15-

0.10

Probabilidade de obito

0.05

0.00-

I T T
.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Sobrevida (anos)

Figura 5: Curva de sobrevida das 539 criangas com hemoglobinopatia SC,
que nasceram no periodo de 01 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de
2012, acompanhadas no HBH (método de Kaplan-Meier) até 31 de dezembro

de 2014.

5.2.2. Caracterizacdo da amostra de criancas em que o TCLE foi colhido
(n=461)

Na populacéo total de 539 criancas, a coleta de TCLE ou contato com
as familias nédo foi possivel em 78 casos (figura 2 da segao 4.3.2.),
resultando, assim, na casuistica final do estudo de 461 criancas. Todos os

dados descritos a seguir referem-se a essa casuistica.
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A figura 6 mostra a distribuicdo dos pacientes por género, com discreto

predominio do masculino.

v 242 (52/5%)

Masculino —

i 219 (47,5%)

Feminino

0 50 100 150 200 250

Figura 6: Distribuicdo dos 461 pacientes com hemoglobinopatia SC por

género

A idade ao final do periodo de observagao para os pacientes que nao
faleceram durante o periodo do estudo variou de 1 ano a 15 anos e 8 meses,
com mediana de 9 anos e 2 meses. A figura 7 mostra a distribuicdo das
criangas conforme o local de residéncia, sendo que a maior parte delas (58%)

morava em Belo Horizonte ou regido metropolitana a época do diagnéstico.

194 (42%) 108 (23,5%)

_ & Belo Horizonte

' Regido metropolitana de
Belo Horizonte

Interior de MG

159 (34,5%)

Figura 7: Enderego de residéncia das 461 criangas com hemoglobinopatia
SC, nascidas entre 1 de janeiro de 1999 e 31 de dezembro de 2012 e

encaminhadas ao Hemocentro de Belo Horizonte
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A figura 8 mostra a distribuicdo das criangas em relagdo ao ano de

nascimento, com média de 33 criangas por ano.
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Figura 8 - Ano do nascimento das 461 criangas com perfil hemoglobinico

FSC incluidas no estudo, ao longo do periodo proposto.

As criangas apresentaram hemoglobina mediana de 10,5 g/dL e

contagem mediana de reticulécitos de 3,2%. A distribuicdo de valores dos

exames hematoldgicos registrados no banco de dados estdo representados,

de forma condensada, na tabela 2.

Tabela 2: Valores médios dos exames hematoldgicos dos pacientes incluidos

no estudo.
Hemoglobina | Leucometria VCM HCM Hb Fetal Hb S (%, | Hb C (%, | Plaquetometria | Reticuldcitos
(g/dL, n=450) | (/mm®n=457) | (fL, n=457) (pg, n=428) | (%, n=316%*) n= 405) n= 405) (/mm® n=457) (%, n=442)
Média 10,5 11236 75,8 24,9 4,9 46,8 45,4 337098 3,4
Minimo 7,9 5374 53 16,8 0,5 21,5 25 129500 0,6
p25 10 9399 72 23,4 3,0 45,7 44 279619 2,4
Mediana | 10,5 11067 75,9 24,9 4,0 47,5 46 327769 3,2
p75 11 13015 80,1 26,5 6,0 49 47,5 385857 4,2
Maximo 12,5 24514 93,2 38,3 27,0 56 53,5 786000 12,8
* S6 foram incluidos os exames de Hb fetal nas criangas com idade superior

a 2,0 anos.
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5.2.3. Caracteristicas clinicas

Trezentas e dezessete criangas (68,8%) apresentavam bago palpavel
abaixo do rebordo costal esquerdo em algum momento da evolugéao clinica,
na auséncia de processo infeccioso (tamanho basal do bago). As médias do
valor maximo e do ultimo valor do tamanho do bacgo pela palpacdao abdominal
no exame clinico foi de 2 e 0,5 centimetros abaixo do rebordo costal
esquerdo, respectivamente. As médias de idade quando da medida do valor
maximo e do ultimo valor foi 5 anos e 9 meses, e 8 anos e 7 meses,
respectivamente.

Trezentos e quarenta e quatro pacientes (74,6%) apresentaram pelo
menos uma crise vaso-oclusiva dolorosa (CVO), totalizando 2.043 eventos
clinicos, com necessidade de internagéo hospitalar em 21,9% deles (447). O
tempo para o primeiro registro de CVO variou entre 2 meses e 15 anos, com
mediana de 5 anos e 1 més. A incidéncia de CVO para toda a populagao
avaliada foi de 51 crises por 100 pacientes-ano (IC 95% = 48,9 a 53,4), ou
seja, cerca de uma CVO por paciente para cada dois anos em que a coorte
foi observada. Cabe ressaltar que aproximadamente 25% das criangas nao
tiveram nenhuma CVO registrada nos prontuarios médicos durante o periodo
de observagao. Cerca de 50% dos pacientes tiveram até uma CVO a cada 3
anos, enquanto 12% apresentaram pelo menos uma CVO por ano.

Em relacédo aos eventos infecciosos associados, 425 criangas (92,2%)
apresentaram 2.486 episodios, com incidéncia de 62,2 episddios de infecgao
por 100 paciente-ano (IC 95% = 59,8 a 64,8). Ressalte-se que 7,8% dos
pacientes nao tiveram nenhuma infec¢do registrada durante um periodo
médio de 4,4 anos, 54,9% dos pacientes apresentaram pelo menos uma
infecgdo registrada a cada 2 anos e que cerca de 20% teve registrada uma
ou mais infeccdes por ano até o maximo de quatro infecbes a cada 3 anos de
observacdo. Houve maior prevaléncia de infeccdo de vias aéreas superiores
(26,5%), seguidas de pneumonia/sindrome toracica aguda (17,2%), amidalite
(14,6%), otite média aguda (8%) e febre sem foco definido (6,2%), como

mostra a figura 9.
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Figura 9: Distribuicdo dos 2.486 eventos clinicos infecciosos em 461 criangas

com hemoglobinopatia SC.

Dentro da casuistica estudada e do tempo de avaliagdo proposto, 68
(14,8%) pacientes apresentaram um total de 88 eventos de sequestro
esplénico agudo (SEA), com distribuicdo do numero de eventos por crianga

relacionada na tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicdo do numero de eventos por paciente nas 68 criancas

acometidas por SEA.

Numero de pacientes Numero de eventos Total
51 1 51
14 2 28
3 3 9
Total 68 - 88

Desse total, observa-se que 51 pacientes tiveram somente um
episodio, enquanto 17 tiveram mais de um SEA, indicando uma recorréncia
de 25%.

A incidéncia de SEA foi de 1,9 primeiros eventos por 100 pacientes-

ano (IC 95% = 1,5 a 2,4), ou seja, houve a ocorréncia de 1,9 primeiros
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episddios para cada 100 pacientes, a cada ano em que a coorte foi
observada.

A idade ao primeiro evento variou entre 3,5 meses € 12 anos e 10
meses, com mediana de 3 anos € 10 meses. A maior parte dos primeiros
episddios de SEA (70% dos 68 casos) ocorreu até 5 anos de vida. A curva de
probabilidade de ocorréncia do primeiro episddio de SEA esta representada
na figura 10. A estimativa para a idade de dois e cinco anos, por exemplo, é a
de que 2,6% (IC 95% = 1,0% a 4,2%) e 11,8% (IC 95% = 8,7% a 14,9%) das
criangas ja teriam sofrido o primeiro episédio de SEA quando atingida a idade
de dois e cinco anos, respectivamente. A probabilidade estimada para todo o
periodo de observacéo foi de 20,6% (IC 95% = 15,7% a 25,5%).

e e e © e
= N w > 1%
| | | | |

Probabilidade de primeiro sequestro esplénico

it
t

| | | I
.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Idade do primeiro sequestro esplénico agudo (anos)
Figura 10 - Curva de probabilidade de ocorréncia do primeiro episédio
de SEA, conforme tempo de exposi¢do de cada crianga (Método de Kaplan-

Meier).

Sete criancas foram submetidas a esplenectomia, sendo duas apds o
primeiro episédio de SEA, trés apds o segundo e uma apoés o terceiro. A
idade de realizacdo do procedimento variou entre 2 anos € 10 meses e 12

anos e 9 meses, com mediana de 5 anos e 9 meses.
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Quatro criangas (0,9%) tiveram episddios de priapismo durante o
periodo de acompanhamento. Um paciente teve dois eventos em um
intervalo inferior a 30 dias, com idade de 7 anos e 11 meses, enquanto os
outros trés tiveram um evento cada, com 6 anos e 3 meses, 7 anos e 4
meses, e 9 anos e 8 meses.

Doppler transcraniano foi realizado em 71 das 461 criangas (15,4%),
sendo utilizados os mesmos valores de referéncia atuais para os pacientes
com hemoglobinopatia SS. Todas as criangas apresentaram baixo risco de
acidente vascular cerebral isquémico. A tabela 4 mostra a distribuicado das

VMMax dos exames realizados.

Tabela 4: Distribuicdo das velocidades média-maximas (cm/s) do

doppler transcraniano de 71 pacientes com hemoglobinopatia SC.

ACMD ACME Artéria basilar | ACID ACIE ACAE ACAD ACPE ACPD
(n=71) | (n=70) | (n=69) (n=70) (n=65) (n=68) | (n=71) (n=69) | (n=71)
Media 95,4 95,2 66,0 76,4 74,3 70,8 70,3 56 58,9
Min 64 62 25 39 48 29 30 24,3 17
p25 86 79 57 66,3 65 60,3 57 50 53
Mediana | 95 94,5 64 76,5 74,3 70,5 72 56 62
p75 106 109,3 72 87 82,5 79,6 80 63 67
Max 139 137 113 123 103 122 117 89 84

ACMD: artéria cerebral média direita; ACME: artéria cerebral média
esquerda; ACID: artéria carétida interna direita; ACIE: artéria cardétida interna
esquerda; ACAD: artéria cerebral anterior direita;, ACAE: artéria cerebral
anterior esquerda; ACPD: artéria cerebral posterior direita; ACPE: artéria

cerebral posterior esquerda

Uma crianga do género feminino, nascida em 24/09/99, apresentou
episddio de acidente vascular cerebral isquémico aos 11 anos de idade
(21/10/2010), sendo iniciado regime de exsanguineotransfusao parcial
repetida. Foram realizados exames de ecocardiografia transtoracica e
transesofagica, que ndo mostraram presenga de comunicagoes
intracardiacas. A investigagdo clinica e laboratorial para trombofilias

apresentou resultado negativo. A angiorressonancia nuclear magnética

76




cerebral evidenciou alteracdes indicativas de vasculopatia bilateral, sendo
portanto considerada isquemia provocada pela hemoglobinopatia SC,
confirmada por sequenciamento do gene HBB. Atualmente, a crianca
apresenta convivio social adequado para a idade, porém expressa
leve/moderada claudicacdo do membro inferior esquerdo, diminuicio leve de
acuidade visual e moderada lentiddo no raciocinio matematico como
sequelas do evento. Encontra-se em tratamento transfusional a cada quatro
semanas e acompanhamento psicopedagdgico regular.

Sobre a avaliagédo de 6rgaos alvo, foram encaminhadas para avaliagéo
oftalmoldgica 232 criangas (50,3%). Desse total, foi encontrada descricéo de
realizacdo de fundoscopia em 59 (25,4%), sendo verificada anotacao
compativel com retinopatia em 12 casos, o que corresponde a 20,3% das
criangas que realizaram fundoscopia. A idade mediana da identificacdo da
retinopatia foi de 9 anos e meio. Quanto a avaliagdo ortopédica, foi
encontrado registro de consulta em 12 criangas (2,6%), com descricao de
necrose avascular em 7 casos, o que corresponde a 58,3% dos pacientes
avaliados. Em relagao a localizagdo da necrose avascular, houve predominio
em fémur esquerdo, com cinco casos. Uma criangca apresentou necrose
avascular bilateral em ombros e outra apresentou evento também bilateral
em fémur. A respeito da avaliagao cardioldgica, 130 criancas (28,2%) fizeram
ecocardiograma durante o periodo de seguimento, sendo que 6 delas (4,6%)
apresentaram exame compativel com hipertensdo pulmonar, com média
estimada de 33,5 mmHg de PSAP, que variou entre 31 e 38 mmHg. Nao
foram encontrados nos prontuarios médicos registros referentes ao
diagndstico de nefropatia falciforme em nenhum paciente desta casuistica.

Em relagdo ao tratamento clinico, a prescricdo de profilaxia
antimicrobiana, suplementacido diaria com acido folico e a indicagdo de
vacinagao especial ocorreram para todos os pacientes, conforme o Protocolo
para Portadores de Sindromes Falciformes (4). Em relagdo a avaliagao da
adesdo dos pacientes ao Protocolo para Portadores de Sindromes
Falciformes, nao foi possivel quantifica-la adequadamente, ja que n&o houve
padronizagao no registro desses dados pelos médicos assistentes em cada

consulta.
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Houve necessidade de transfusdo de concentrado de hemacias em
108 criangas (23,4%). Um paciente recebeu 63 transfusdes em regime de
exssanguineotransfusdo parcial como forma de prevencédo secundaria de
acidente vascular cerebral isquémico. As demais 107 criangas receberam
185 procedimentos transfusionais, com incidéncia média de 4,7 transfusdes
por 100 pacientes-ano (IC 95% = 4,0 a 5,4). Foram motivadas por sequestro
esplénico agudo, preparo prévio para procedimentos cirurgicos e
intercorréncias clinicas ligadas a infecgbes. Em relagdo ao numero de
procedimentos, observou-se que 76,6% dos pacientes ndo receberam
transfusdo, 15% receberam uma unica transfusao, 8,4% receberam duas ou
mais, 1,3% receberam cinco ou mais e que apenas uma crianga, além da que
foi submetida ao regime de profilaxia secundaria de AVC, recebeu sete
transfusdes durante o periodo de observacao.

Entre as 461 criangas com hemoglobinopatia SC incluidas no estudo,
dez (2,2%) encontram-se em uso de hidroxiureia, indicada pela presenca de
CVO de repeticao em seis casos, seguida de necrose avascular de cabeca
de fémur, CVO de repeticdo mais sindrome toracica aguda e priapismo mais
sindrome toracica aguda, em um caso cada. Todos apresentaram
significativa redugcdo das crises vaso-oclusivas dolorosas. A crianga com
necrose Ossea evoluiu com melhora acentuada da marcha e expressiva
reducdo da dor. A tabela 5 mostra os dados relacionados ao uso da

hidroxiureia.
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Tabela 5: Caracteristicas e resposta dos dez pacientes do grupo SC em uso

de hidroxiureia

Antes do uso de

hidroxiureia

Apoés o uso de

hidroxiureia

# Idade de | Indicacdo | Dose Duracdo | Hb total | Ret | Hb total [ Ret | Redugado dos
inicio de | de uso de | (mg/Kg/dia) | (meses) | (g/dL)/Hb | (%) | (g/dL)/Hb | (%) | eventos
HU (anos) HU F (%) F (%) agudos

1 9 CVO + 27 24 9,9/5,0 3,5 11,5/16 2,3 Sim

STA

2 3,6 CVO 25 23 10,5/5,0 3,6 11,8/15 1,8 Sim

3 10,6 CVvVO 11 26 9,1/0,9 51 11,2/4,0 2,0 Sim

4 71 CVO 10 4 11,6/3,0 0,7 11,7/5,0 1,8 Sim

5 10,2 NACF 15 3 11,6/3,0 4,8 10,5/1,0 3,2 Sim

6 8,5 CVO 20 7 11,4/1,0 1,0 10,4/5,0 4,0 Sim

7 13 CVO 29 8 12,0/0,6 4,0 11,8/? 3,6 Sim

8 8,9 CVO 32 28 11,2/3,0 51 11,0/8,0 3,0 Sim

9 6,9 STA + 24 20 10,2/5,0 1,8 10,8/11 2,0 Sim

priapismo
10 (12,8 STA 23 5 10,8/1,0 2,0 11,3/? 2,2 Sim

HU: hidroxiureia; CVO: crises vaso-oclusivas dolorosas; Ret: reticuldcitos;

STA: sindrome toracica aguda; NACF: necrose avascular de cabega de

fémur; ?: auséncia de dado disponivel em prontuario médico.
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5.2.4. Co-heranca de alfa talassemia

Entre as 461 criangas, 387 (83,9%) realizaram exame para pesquisa
de co-heranca de alfa talassemia; 78 (20,2%) apresentaram resultado
positivo (IC 95%: 16,3 — 24,5). Em uma crianga foi encontrada delegao de

371-a®>") e em 77, delegdo de um gene (-a*"/aa).

dois genes (-a

Em relacdo aos dados clinicos, houve diferenga significativa na
incidéncia de CVO, transfusbes e infec¢des entre os dois grupos. A tabela 6
mostra que o risco aproximado das criangas sem alfa talassemia para
apresentarem CVO, infeccdes e transfusdes de concentrado de hemacias foi
1,7 , 1,3 e 2,9 vezes maior do que no grupo com co-heranga de alfa

talassemia, respectivamente.

Tabela 6 — Associacdo de co-heranga de -a>” talassemia (um ou dois genes)

e dados clinicos de 387 pacientes com hemoglobinopatia SC*

Co-heranca de alfa

talassemia Sem alfa talassemia

CVvO

Incidéncia em 100 pacientes-ano (IC 95%)

32,86 (28,71 - 37,45)

56,99 (54,23 - 59,84)

Risco estimado (IC 95%)

1,73 (1,51 - 2,0)

Valor de P

< 0,000001

Transfusoes

Incidéncia em 100 pacientes-ano (IC 95%)

1,75 (0,91 — 3,06) 5,07 (4,27 — 5,97)

Risco estimado (IC 95%)

2,89 (1,61 —5,73)

Valor de P

0,00004

Infeccdes

Incidéncia em 100 pacientes-ano (IC 95%)

48,19 (43,13 — 53,69)

63,15 (60,25 — 66,15)

Risco estimado (IC 95%)

1,31 (1,16 — 1,48)

Valor de P

0,000002

* Teste exato de Fisher

Das 78 criangas com co-heranca de alfa talassemia, apenas uma

(1,3%) teve SEA. Ja entre as 309 sem alfa talassemia, 55 (17,8%) tiveram
SEA. A incidéncia do primeiro SEA e co-heranca de alfa talassemia foi de

0,15 para 100 pacientes-ano (IC 95% 0 a 1,09), enquanto a incidéncia para
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aqueles sem alfa talassemia foi de 2,2 para 100 pacientes-ano (IC 95% 1,66
a 2,87). O risco dos pacientes sem alfa talassemia apresentarem o primeiro
episddio de SEA foi, aproximadamente, 15 vezes maior (IC 95% 2,58 a
602,7; p=0,00002) do que aqueles com alfa talassemia. Graficamente, a
figura 11 mostra que a probabilidade estimada de apresentar o primeiro
episodio de SEA nos grupos com e sem co-heranga de alfa talassemia foi de
1,3% (IC 95% 0% a 3,8%) e 242% (IC 95% 17,9% a 30,5%),

respectivamente.
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Figura 11 - Curva de probabilidade da ocorréncia do primeiro episédio
de sequestro esplénico agudo, conforme a presenga ou ndo de co-heranca

de alfa talassemia (Método de Kaplan-Meier).

Nao foi observada associagdo estatisticamente significativa entre a
presenca de alfa talassemia e o valor maximo registrado do tamanho do bago
ou VMMax das artérias cerebrais médias direita, esquerda e caroétidas
internas direita e esquerda (p=0,13; p=0,75; p=0,4; p=0,7; p=0,8,

respectivamente).
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Em relagdo aos dados dos exames laboratoriais hematolégicos basais,
foi observada associagao estatisticamente significativa entre a co-heranga de
alfa talassemia e niveis mais baixos de VCM, HCM, contagem de reticuldcitos
e leucometria (p<0,001). Também foi observada associagao estatisticamente
significativa entre a alfa talassemia e concentragbes mais altas de Hb C
(p=0,03; tabela 7). Nao houve associagao estatisticamente significativa entre
a co-heranca de alfa talassemia e os valores de hemoglobina basal,
plaquetometria, Hb S ou Hb F (p=0,47; p=0,7; p=0,052; p=0,07,

respectivamente).

Tabela 7 — Associacdo de co-heranga de -a>” talassemia (um ou dois genes)

e dados laboratoriais médios de 387 pacientes com hemoglobinopatia SC*

Co-heranga de alfa Sem alfa
talassemia (n) talassemia (n) Valor de p
Hemoglobina basal 10,6 g/dL (78) 10,5 g/dL (307) 0,47
333.195/mm3
Plaquetometria 329.860/mm3 (78) (309) 0,7
Hb S 47,4% (69) 46,7% (278) 0,052
Hb C 46,1% (69) 45,3% (278) 0,03
Hb F 5,1% (68) 6,0% (277) 0,07
Leucometria 10.292/mm3 (78) 11.404/mm3 (307) <0,001
Reticulécitos 2,9% (76) 3,6% (306) <0,001
VCM 71 fL(78) 76,9 fL (309) <0,001
HCM 23,1 pcg (70) 25,4 pcg (297) <0,001

* teste t de Student
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6. Discussao

6.1. Hemoglobinopatia SD

O artigo "Clinical, hematological and genetic data of a cohort of
children with hemoglobin SD”, recém-publicado pela Revista Brasileira de
Hematologia e Hemoterapia, fasciculo 3, volume 38, julho a setembro de
2016, paginas 240-246 (DOIl: 10.1016/j.bjhh.2016.05.002) discute os

resultados encontrados (ver segao 5.1).

6.2. Hemoglobinopatia SC

A doenca falciforme é um problema de saude publica em todo o
mundo. De acordo com dados do National Institutes of Health (NIH), mais de
70 mil americanos tém diagnostico de anemia falciforme, doenga que
acomete um em cada 500 afro-americanos nascidos vivos. Estima-se que 2
milhdes de americanos sejam portadores do traco falciforme, sendo um em
cada 12 afro-americanos (213). O Centro de Controle e Prevencado de
Doencgas norteamericano (CDC) apresenta dados de um estudo que revela
uma média de 75 mil internagdes hospitalares devido a complicagdes da
anemia falciforme entre 1989 e 1993, com um custo aproximado para a
sociedade no valor de aproximadamente 475 milhdes de ddlares (214).

A situacdo no Brasil ndo é muito diferente. O numero estimado de
individuos com traco falciforme no pais € de 7.200.000, com prevaléncia na
populagao geral que varia entre 2% e 8%. Nas regides sul e sudeste do pais,
a prevaléncia é de cerca de 2% a 3%, proporgédo que ascende a 6%-10%
entre afrodescendentes nas regides norte e nordeste do pais (1, 11). Em
Minas Gerais, a frequéncia de recém-nascidos portadores do traco falciforme
é de 3,3% (1:30) (2) e de recém-nascidos com doenca falciforme, de 1:1.400
(135). No Brasil, existe grande variagao regional em relagao a prevaléncia de
hemoglobinopatia SC, com frequéncia de cerca de 1:166 em negros do
Sudeste brasileiro (40) e 1:62.500 no sul do pais (41). Em Minas Gerais, a
incidéncia da Hb SC segundo dados do Programa de Triagem Neonatal para
Doenca Falciforme situa-se em torno de 1:3.300 (2), representando cerca de

39,4% dos recém-nascidos com a doencga (215).
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Assim como outros pesquisadores brasileiros, Zago (11) destacou
predominio do gene da hemoglobina S na populagao afro-descendente que,
na realidade do nosso Pais, concentra-se no estrato social mais
desfavorecido economicamente. Segundo o autor, “esta situagcdo exige
estratégias que, para serem eficazes, devem estar associadas a melhoria das
condigdes basicas de higiene, saude publica e educacdo dos focos de
miséria”. Além disso, uma politica de saude mais ampla é fundamental, com
foco ndo somente no tratamento das complicagcdes da anemia falciforme,
mas na prevencao e detecg¢do precoce das situacdes de risco, bem como na
manutencdo de uma estrutura organizada do Sistema Unico de Saude, capaz
de atender os pacientes de forma global, em todas as suas necessidades
biopsicossociais.

No presente estudo foram incluidas 461 criangas com perfil
eletroforético compativel com hemoglobinopatia SC, nascidas no periodo de
01 de janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2012. A figura 8 mostra que
houve progressiva redugao do numero de recém-nascidos ao longo dos anos
de triagem neonatal pelo PETN e de encaminhamento ao HBH. De acordo
com dados do IBGE a natalidade no Brasil tem reduzido ao longo dos ultimos
anos (http://brasilemsintese.ibge.gov.br/populacao/taxas-brutas-de-
natalidade.html), e isso, com certeza, refletiu-se no niumero de diagndsticos
neonatais de doenca falciforme.

Ao se comparar a presente casuistica com importantes estudos sobre
o assunto na literatura médica, observa-se que ha uma grande variabilidade
na idade e no numero de pacientes acompanhadas, como mostra a tabela 8.
Deve-se ressaltar que o tempo de acompanhamento, tamanho amostral e
caracteristicas metodoldgicas foram bastante diversos nos diversos estudos,

o que dificulta comparacdes mais acuradas.
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Tabela 8: Estudos anteriores sobre Hb SC publicados em revistas indexadas

no banco de dados Medline

Autores (ano) Periodo do Local do Total (n) de Idade Pacientes
estudo estudo pacientes (Anos) em uso de
acompanhados HU
com Hb SC
Tuttle e Koch (1960) n.i. EUA 18 1-15 0
Platt et al (1994) n.i. EUA 844 0-66 n.i.
Miller et al (2001) n.i. EUA n.i. 6,7-17 6
Powars et al (2002) 1964-1994 EUA 284 0->60 n.i.
Quinn et al (2004) 1977-2002 EUA 145 <18 n.i.
Zimmerman et al (2004) 1995-2002 EUA n.i. 9-17
Deane et al (2007) 2005-2007 Londres 74 <18
Osei-Yeboah (2011) 2008 Gana 78 1-12
Wang et al (2011) n.i. EUA 64 5-16 15
Lionnet et al (2012) 2007-2010  Franga 179 >18 1
Lamarre et al (2012) 2010-2011 Guadalupe 49 8-16 n.i.
Yates et al (2013) n.i. EUA n.i. 3-14 15
Lori Luchtman-Jones (2016) n.i. EUA 133 0-18 133
Rezende et al (2016) 1999-2012  MG/Brasil 461 0-15 10

n.i.. o numero de pacientes, periodo do estudo ou uso de HU nao foi

informado pelos autores no artigo original

No presente estudo, como em outros, a distribuicdo dos casos de

acordo com o género ocorreu de forma relativamente semelhante, com

47,5% criangas do género feminino e 52,5% do masculino.

A distribuicdo dos casos por municipio de residéncia (figura 2) mostra

uma significativa porcentagem da procedéncia de cidades do interior do
estado (42%) em relacdo a capital (23,5%) e regido metropolitana de Belo
Horizonte (34,5%). O numero significativo de pacientes que residem no
interior e acompanhados na capital € explicado pelo direcionamento das
criangas ao centro de referéncia da Fundagdo Hemominas conforme a
localizagdo geografica do municipio de nascimento. Isso faz com que os
familiares muitas vezes tenham que enfrentar horas de viagem por estradas
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em mau estado de conservacéo para realizar atendimento, que poderia ser
resolvido em um local mais perto de sua residéncia. Esse comportamento
expde a fragilidade do atual sistema de descentralizagdo da saude, cuja
estrutura é insuficiente para o atendimento adequado aos pacientes com
anemia falciforme. As deficiéncias s&o evidentes em diversos aspectos,
desde a falta de capacitacdo da equipe de saude para o atendimento dos
eventos relacionados a anemia falciforme, até a falta de recursos materiais
das unidades de saude localizadas no interior ou nas periferias urbanas.

A idade ao final do periodo de observacao para os pacientes que nao
faleceram durante o periodo do estudo variou de 1 ano a 15 anos e 8 meses,
com mediana de 9 anos e 2 meses, observacdo muito semelhante a de
outras casuisticas. Na de Tuttle e Kock (10), a idade média foi de 9 anos. Em
estudo realizado em Londres, Deane et al (93) descreveram idade média de
8,1 anos.

Aproximadamente 75% dos pacientes apresentaram pelo menos uma
CVO, resultado semelhante aos 78% encontrados por Tuttle e Kock (10), e
superior ao relatado por Powars (25), com 60% dos casos. A incidéncia de
CVO para toda a populacédo avaliada no presente estudo foi de 51 crises por
100 pacientes-ano. A coorte americana apresentou em dois estudos
incidéncia média de 40 e 30 CVO por 100 pacientes-ano, respectivamente (8,
64). O mesmo grupo observou que o tempo para o primeiro relato de dor na
infancia foi influenciado pelo gendtipo da doencga, sendo significativamente
mais precoce na doenga SS (mediana de 13,9 meses) do que na doenga SC
(mediana de 43,6 meses) (66). No presente estudo, a mediana foi de 61
meses. Crises dolorosas nas criangas com hemoglobinopatia SC ocorrem
com cerca da metade da frequéncia do que se observa na anemia falciforme
(3, 25, 64). De fato, observou-se que aproximadamente 25% das criangas
nao tiveram nenhuma CVO registrada nos prontuarios médicos durante o
periodo de observagao. Cerca de 50% dos pacientes tiveram até uma CVO a
cada 3 anos, enquanto 12% apresentaram pelo menos uma CVO por ano.
Contudo, cabe ressaltar que apesar da incidéncia ser mais baixa, ela é
relevante e deve ser destacada para as equipes de saude em unidades de
urgéncia, com o objetivo de evitar o subtratamento e desvalorizagdo das

queixas de dor em pacientes com hemoglobinopatia SC.
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Sobre a avaliagao de 6rgaos-alvo, foi verificada anotagédo compativel
com retinopatia em 20,3% (12 casos) das 59 criangas que realizaram
fundoscopia. A maior parte dos estudos sobre retinopatia foi realizada em
pacientes adultos, com prevaléncia média de aproximadamente 33% (3, 5,
103-107). Entre os estudos que incluem criangas, o resultado foi semelhante
ao encontrado por dois grupos norte-americanos com 23% e 16,4%,
respectivamente (8, 113). Outras publicagbes envolvendo pacientes adultos
mostraram prevaléncia de 52,7% a 71%, resultado bem acima do encontrado
(5, 117). A respeito de avaliagao cardioldgica, 4,6% (n = 6) das criangcas que
fizeram ecocardiograma apresentaram hipertensdo pulmonar, resultado
semelhante ao encontrado por estudo inglés (89), com 6%. Contudo, o que
chama a atencéo no presente estudo foi 0 pequeno numero de criancas que
realizaram fundoscopia (25%) e ecocardiograma (28,2%), uma vez que 0s
pacientes sdo encaminhados para avaliagbes oftalmolégicas e cardiolégicas
preventivas anuais apés os 5 anos de idade. Os resultados sugerem que as
incidéncias reais de retinopatia falciforme e de hipertensdo pulmonar na
populagdo investigada devem estar subestimadas e demonstram a
necessidade de se estabelecer uma rede permanente de interconsultores
experientes em retinopatia proliferativa e cardiologia infantil para deteccéao e
tratamento precoces adequados. Quanto a avaliagdo ortopédica, foi
encontrada descricdo de necrose avascular em 58,3% dos pacientes
avaliados (n=7), com predominancia absoluta da necrose em cabega de
fémur. Na literatura, a prevaléncia varia entre 8,8 a 15% (5, 8, 25, 65, 80,
101), mas o pequeno numero de casos da presente casuistica prejudica
conclusao solida. Quatro criangas (0,9%) tiveram episddios de priapismo
durante o periodo de acompanhamento. Os dados publicados sobre
priapismo geralmente resultam da analise conjunta dos genétipos SS, SC e
S-beta talassemia, com prevaléncia aproximada de 35% em adultos (216,
217). Da mesma forma, o pequeno numero de casos e o desenho
retrospectivo do estudo limita a analise dos dados. Nao foram encontrados
nos prontuarios médicos registros referentes ao diagnéstico de nefropatia
falciforme em nenhum paciente desta casuistica, o que, na realidade, é
pouco provavel de ser verdadeiro.

Sessenta e oito criangas (14,8%) apresentaram um total de 88 eventos

de sequestro esplénico agudo (SEA), com incidéncia de 1,9 primeiros
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eventos por 100 pacientes-ano. Existem poucos estudos envolvendo criancas
com hemoglobinopatia SC e SEA. A prevaléncia situa-se entre 5 e 12% (7,
37, 75, 76). Quando comparados com os dados sobre SEA em criangas com
hemoglobinopatia SS, observa-se incidéncia muito mais baixa. Emond et al
(218) encontraram taxa de incidéncia nos 10 anos da coorte jamaicana de 8,2
por 100 pacientes-ano, semelhante a taxa encontrada em estudo
restrospectivo jamaicano (219), com taxa de incidéncia de 9,2 por 100
pacientes-ano. Na coorte norte-americana (220), 43 de 430 criangas SS
(10%) sofreram 61 episédios de SEA. Estudo realizado na Fundacao
Hemominas também envolvendo somente criancas SS relatou que a
incidéncia de SEA foi de 10,2 primeiros episddios por 100 pacientes-ano,
com recorréncia de 57,3% (30). A idade mediana ao primeiro evento de SEA
foi 3 anos e 10 meses, acima do encontrado em pacientes SS em outras
casuisticas (30, 218, 221, 222).

A maior parte dos primeiros episédios de SEA do presente estudo
(70% dos 68 casos) ocorreu até 5 anos de vida, época de incidéncia mais
elevada de eventos agudos em criangas com doenga falciforme. Entre os 17
pacientes que tiveram mais de um episédio de SEA, sete foram submetidas a
esplenectomia, sendo duas apods o primeiro episddio de SEA, trés apds o
segundo e uma apds o terceiro. Os dados indicam uma convergéncia na
indicagdo do procedimento cirurgico apds dois ou mais episoddios de SEA. A
maioria dos autores, entretanto, recomenda a realizagdo de esplenectomia
apos o primeiro ou, no maximo, apés o segundo episddio de SEA (4, 29, 72,
75, 80, 218, 221), o que denota uma conduta ainda um pouco conservadora
por parte dos médicos assistentes da Fundacdo Hemominas, talvez
influenciada pelas dificuldades socio-econémicas e de compreensao das
familias atendidas e pelos obstaculos do acesso a servigos capacitados para
o procedimento cirdargico. Em relagcdo aos exames laboratoriais
hematoldgicos basais (tabela 1), a hemoglobina apresentou variagao entre
7,9 g/dL e 12,5 g/dL (média 10,5 g/dL); a leucometria oscilou entre
5.374/mm3 e 24.514/mm3 (média 11.236/mm3); a contagem de reticulécitos
variou entre 0,6% e 12,8% (media 3,4%) e a plaquetometria encontrada foi de
129.500/mm3 a 786.000/mm3, com média de 337.098/mm3. A anemia na
hemoglobinopatia SC é geralmente mais leve do que em pacientes SS, com

valores médios de hemoglobina descritos que variam entre 10,5 e 11,5 g/dL

88



(5, 40, 60). Assim como previamente descrito, os reticulécitos estdo
ligeiramente aumentados, a contagem de plaquetas e de leucécitos estao
normais (3, 121).

Doppler transcraniano foi realizado em 71 das 461 criangas (15,4%), e
todas apresentaram baixo risco de acidente vascular cerebral isquémico
(tabela 3). Sabe-se que a incidéncia de acidente vascular cerebral isquémico
€ cerca de 4 vezes menor do que nos pacientes com hemoglobinopatia SS,
mas 50 a 100 vezes maior do que na populagdo pediatrica em geral, com
taxas entre 0,8 e 3% (25, 90). Atualmente ndo existem estudos e dados
suficientes a respeito dos valores de referéncia de velocidade média-maxima
(VMMmax) para os pacientes com hemoglobinopatia SC, sendo utilizada a
mesma classificagdo dos pacientes com hemoglobinopatia SS (80, 90, 91).
Os valores médios de VMMax encontrados em artéria cerebral média direira,
cerebral média esquerda, cardtida interna direita e carétida interna esquerda
foram 95,4; 95,2; 76,4 e 74,3 cm/s, respectivamente (tabela 3). Uma criancga
do presente estudo apresentou episédio de acidente vascular cerebral
isquémico aos 11 anos de idade, sendo considerada isquemia provocada
pela hemoglobinopatia SC. Deane et al descreveram um paciente com
hemoglobinopatia SC que teve diagndstico de AVC isquémico aos 5 anos de
idade, considerado secundario a doenca de base apds descartadas outras
possibilidades. A VMMax era de 146 cm/s na artéria cerebral média direita e
126 cm/s na artéria cerebral média esquerda (93). Um caso de AVC em
crianca de 7 anos foi também descrito por Powars et al em 1978 (94); uma
criancga nigeriana de 6 anos por Lagunju e Brown em 2012 (95) e trés casos
pediatricos por Ohene-Frempong no estudo cooperativo norte-americano
(90). Nao ha dados atuais que apresentem com clareza indicagédo e valores
de estratificacdo de risco de VMMax para o rastreamento de AVC em
pacientes com hemoglobinopatia SC. Contudo, os resultados apresentados
representam importante contribuicdo para o entendimento da vasculopatia
cerebral destas criangcas, com descricdo de dados de VMMax até entdo
escassos em outras publicacdes.

Hidroxiureia foi iniciada em 2,2% das criangas (n=10), com significativa
reducao dos sintomas (tabela 4), semelhante ao descrito previamente (153-
155, 223, 224). Nota-se que nenhum paciente atingiu a dose maxima prevista

pelo protocolo do Ministério da Saude (158) (35 mg/Kg/dia) devido a
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superveniéncia de toxicidade hematolégica. Recentemente foi publicado
estudo com a maior casuistica conhecida, 133 criangas com
hemoglobinopatia SC tratados com hidroxiureia, em 18 centros de referéncia
norte-americanos. O estudo mostrou reduc¢ao de 38% dos eventos dolorosos
apoés 12 meses de uso da medicacdo. O tratamento com hidroxiureia foi
associado a estabilidade na concentragdo de hemoglobina, aumento da
concentracdo de hemoglobina fetal e volume corpuscular médio das
hemacias, além de reducdo da contagem de leucécitos e reticulécitos,
quando comparados aos valores basais de cada paciente. Os autores
consideram que ensaio clinico deveria ser realizado para comparar o
resultado do uso de dose maxima e doses baixas de hidroxiureia com
placebo e assim tentar definir o uso e manejo da medicagado em criangas com
hemoglobinopatia SC (157).

Em relagdo a co-heranca de alfa talassemia, 20,2% das criangas que
realizaram exame apresentaram resultado positivo. Apenas o subtipo -o>” foi
detectado. A frequéncia dessa co-herancga varia na literatura entre 20 e 35%
(5, 8, 65, 124-126). O efeito da co-heranca de alfa talassemia em pacientes
com hemoglobinopatia SC ainda ndo €& muito claro, devido ao pequeno
numero de estudos sobre o assunto. Estudos sugerem que a presenga de
alfa talassemia poderia limitar o numero de células com grande concentracao
intracelular de hemoglobina, com consequente atenuagao do quadro clinico
(3, 8, 129-132). No presente estudo, foi observado que o risco estimado das
criangcas sem alfa talassemia para CVO, infeccbes e transfusbes de
concentrado de heméacias foi 1,7 , 1,3 e 2,9 vezes maior do que no grupo com
co-heranga de alfa talassemia, respectivamente (tabela 6). De forma
semelhante, os dados de Powars et al e Rodgers et al sugeriram que
pacientes com alfa talassemia associada apresentaram evolugao clinica mais
favoravel do que aqueles sem a co-heranga, havendo menor risco de
retinopatia, colelitiase, faléncia de o6rgaos, osteonecrose e crises vaso-
oclusivas dolorosas (8, 132). O estudo de Ballas sugere que poderia haver
associagdao com esplenomegalia, necrose avascular de cabecga de fémur e
sindrome toracica aguda, apesar do pequeno numero de pacientes avaliados
(n=4) (128). Por outro lado, Steinberg et al ndo observaram associagao de
co-heranca de alfa talassemia com a retinopatia, necrose avascular ou crises

vaso oclusivas dolorosas em 14 pacientes com hemoglobinopatia SC (127).
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Até onde temos conhecimento de relatos internacionais publicados, o
presente estudo demonstrou pela primeira vez em uma populagdo de
criangcas com hemoglobinopatia SC que o risco dos pacientes sem alfa
talassemia apresentarem o primeiro episédio de SEA foi, aproximadamente,
15 vezes maior do que aqueles com alfa talassemia (figura 6). Somados aos
resultados ja relatados, € possivel afirmar com seguranga que a triagem
neonatal precoce e o estudo genético sistematico da co-heranca de alfa
talassemia seriam uteis para o seguimento desses pacientes e orientagao
familiar sobre o progndstico.

Em relagdo aos dados hematolégicos basais, foi observada
associagao estatisticamente significativa entre a co-herangca de alfa
talassemia e niveis mais baixos de VCM, HCM, contagem de reticuldcitos e
leucometria (tabela 5). Os dados reforgcam a hipotese de que esses pacientes
apresentam comportamento clinico de menor gravidade, com menos
hemodlise e viscosidade do sangue. Powars et al (8) e Steinberg et al (127)
também observaram diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao
VCM e HCM. Nao houve associagao estatisticamente significativa entre a co-
heranca de alfa talassemia e os valores de hemoglobina basal,
plaquetometria, Hb S, Hb F, valor maximo registrado do tamanho do baco ou
VMMax das artérias cerebrais. A coorte americana também n&o encontrou
diferenga significativa em relagdo aos valores de Hb F (8). Nao foram
encontrados outras informacdes sobre estas interagdes tanto em estudos
nacionais quanto internacionais.

Na populagao inicialmente selecionada para o estudo (n=539),
ocorreram 23 6bitos. A taxa de mortalidade por todas as causas, foi de 4,3%.
A curva de sobrevida das criangas (figura 6) mostra que a probabilidade
estimada de ébito destes pacientes com um ano € de 1,1%, aos 2 anos é de
1,5% e aos 5 anos é de 3,0%. Em recente artigo publicado, Sabarense (135)
observou que, entre as 1.014 criangas com hemoglobinopatia SC
diagnosticadas em Minas Gerais entre margo de 1998 e fevereiro de 2012,
ocorreram 34 Obitos, com taxa de 3,4%. Como parte consideravel da
presente casuistica esta incluida na que foi estudada por Sabarense,
representando cerca de 50% do total relatado pelos referidos autores,
esperava-se que as taxas fossem realmente muito semelhantes. As

pequenas diferencas observadas devem-se ao fato de que a presente
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casuistica inclui criangas matriculadas apenas no Hemocentro de BH,
enquanto a de Sabarense inclui todo o estado de Minas Gerais. Uma
ressalva deve ser feita na presente analise, pois parte dessas criancas foi
acompanhada somente até os dois anos de vida. Esse fato poderia
superestimar um pouco a prevaléncia dos 6bitos nesta faixa etaria. Contudo,
os dados encontrados sdo compativeis com os encontrados na literatura. O
grupo cooperativo norte-americano relatou taxa de mortalidade de 3,2% em
844 pacientes entre 0 e 66 anos durante um periodo de 6 anos de
seguimento (134). Alguns anos depois, 0 mesmo grupo publicou uma taxa de
9% entre 284 pacientes da coorte. Os autores justificaram o aumento pela
presenca de mais individuos adultos com idade avancada e doenga mais
grave (8). A curva de sobrevida do presente estudo mostrou estimativa de
94,6% para todo o periodo, semelhante a descricdo de Leikin et al (133) e
Platt et al (134), com sobrevida aproximada de 95% e 97% até os 20 anos de
idade, respectivamente.

Em relagdo as causas dos obitos, 43,5% foram devido a complicagdes
infecciosas (26% pneumonia/sindrome toracica aguda e 17,4% sepse)
seguido de 13% secundarias a sequestro esplénico agudo (figura 4). Dados
consistentes sobre esse tema, somente em criangas com hemoglobinopatia
SC, sdo escassos na literatura. A maior parte dos trabalhos inclui os
gendtipos SS e Sbeta’talassemia na populacdo estudada. Sabarense et al
(135) encontraram os processos infecciosos (incluindo  sepse,
pneumonia/sindrome toracica aguda e gastroenterite) como causa mais
frequente entre os 193 dbitos em Minas Gerais (45%), seguido de causas
indeterminadas (28%) e SEA (14%). Os resultados encontrados sdo similares
aos dados publicados por alguns autores (133, 220, 222, 225-229), que
também apontaram infeccbes como a principal causa de obito, entre as
causas conhecidas. Nota-se, no presente estudo, a presenca significativa de
Obitos secundarios a causas indeterminadas (6/23 = 26%), o que corrobora
haver dificuldade das equipes de saude em identificar as possiveis
intercorréncias clinicas secundarias a anemia falciforme. Como bem
observado por Fernandes (2), “o 6bito com causa indeterminada poderia
sugerir certa dificuldade da equipe de saude em reconhecer a doenca
falciforme e os eventos agudos graves determinantes do ébito”. A autora, que

analisou os 78 obitos que ocorreram em 1.396 criancas com doenca
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falciforme em Minas Gerais, diagnosticadas de margo de 1998 a fevereiro de
2005, observou que o sequestro esplénico foi a causa de 7 dos 52 6bitos
nesse grupo de pacientes, quando se considerou a informagdo do documento
de 6bito. Quando se considerou a entrevista com os familiares, o sequestro
esplénico passou a responder por 16 dos 52 &bitos, isto € cerca de 30% dos
obitos.

Observa-se que a maior parte das criangas (65,2% ou 15 criangas)
faleceu com idade inferior a cinco anos. Outros autores publicaram dados
semelhantes, mostrando também uma maior concentracdo da mortalidade
nos primeiros cinco anos de vida dos pacientes com anemia falciforme (2,
133-135, 220, 225, 230). Essa constatagdo pode ser explicada pela maior
incidéncia, na faixa etaria descrita, de eventos agudos graves e alto potencial
de letalidade, tais como infecgdes e SEA.

A mortalidade dos pacientes com hemoglobinopatia SC relatada na
literatura €& baixa, com taxas inferiores a metade daqueles com
hemoglobinopatia SS (2, 3, 25). Tal fato provavelmente relaciona-se com a
menor prevaléncia de complicagdbes que acarretam maior mortalidade.
Contudo, os dados sdo ainda preocupantes. A mortalidade infantil para as
criangas com anemia falciforme no presente estudo foi de 11,1 Obitos para
cada mil pacientes (6/539). De acordo com dados do Sistema de Informacgdes
sobre Mortalidade do Ministério da Saude (SIM), a taxa de mortalidade infantil
em Minas Gerais no ano de 2014 foi de 11,3 por mil. Descontada a taxa de
mortalidade neonatal precoce (6bitos entre 0 e 6 dias de vida, periodo em
que a doenca falciforme ainda ndo acarreta nenhuma manifestacao clinica), a
taxa de mortalidade em MG foi de 5,1 por mil, valor aproximadamente duas
vezes inferior ao verificado no presente estudo.

Uma dificuldade encontrada durante o estudo foi a obtencéo de alguns
dados clinicos e laboratoriais, sem registro nos prontuarios. Essa auséncia de
dados sempre limita a analise de dados em estudos retrospectivos. Os
prontuarios médicos consultados destinam-se ao acompanhamento clinico
dos pacientes e n&o para realizacdo de pesquisas clinicas.

A avaliacao de todas as informacgdes obtidas pelo presente estudo traz
a tona uma reflexdo sobre a situacido das criancas com doenca falciforme no
contexto atual do sistema de saude publica no pais. Ndo ha duvida em

relacdo a prevaléncia e as peculiaridades biopsicossociais diretamente
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vinculadas a doenca. Todavia as evidéncias mostram que acgdes relacionadas
a capacitagao profissional, estruturagcdo do atendimento primario e pronto
acesso das criangas aos servigos de urgéncia ainda sao insuficientes para o
adequado acompanhamento desses pacientes.

A gravidade das manifestagdes clinicas na doenga SC parece ser
realmente menos intensa do que na forma SS. Contudo as complicacdes
agudas e lesbes de orgaos-alvo podem também podem ocorrer com
intensidade variada, acarretando aumento de morbidade e sofrimento para a
crianca e seus familiares. Torna-se, assim, fundamental o melhor
entendimento da prevaléncia e da historia natural da hemoglobinopatia SC e
o0 repasse dessas informacbes ao sistema de saude para que sejam do
conhecimento de equipes de saude e dos familiares.

Nao se pode negar que alguns passos importantes na direcao de
tentar melhorar a situagcdo em Minas Gerais ja foram dados. A triagem
neonatal para Doenca Falciforme, iniciada em 1998, representa marco na
atengcdo aos pacientes com diagnéstico de doencga falciforme. Algumas
iniciativas bem sucedidas, como realizagdo de treinamentos periédicos para
varias equipes de saude, criagdo e divulgacdo de protocolos especificos
relacionados ao manejo dos eventos agudos da doenga, inicio do
funcionamento de uma central de informag¢des sobre hemoglobinopatias,
disponivel 24 horas por dia (CHEMOB ATENDE), e acompanhamento
multidisciplinar em instituicbes especializadas (como o HBH), dentre outras
iniciativas, constituem a esperanca de que as dificuldades descritas possam
ser superadas em curto e médio prazos. Outra questdo fundamental no
acompanhamento clinico destas criangcas consiste na educacao familiar.
Durante as consultas no HBH, as familias sdo orientadas a observar sinais
sugestivos de situagbes de urgéncia (febre, taquidispneia, prostracéo,
aumento do volume basal do bago), sendo orientados a procurar
imediatamente o servigo de urgéncia de referéncia. A literatura mostra que
essas medidas simples sao capazes de permitir o diagndstico precoce de
complicagdes agudas e consequente redugao da mortalidade (218, 222, 231).

Fica evidente que nao se trata de problema com resolugao simples,
uma vez que a situagao nao é simples. Porém, o presente estudo serve como
alerta que ainda ha um longo caminho pela frente. O programa de atencéao

integral a pessoa com doenga falciforme € um objetivo a ser alcangado por
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todos os envolvidos, incluindo gestores, profissionais de saude e familiares.
As questdes relacionadas a doenga devem ser reconhecidas como prioridade
para o adequado atendimento global, ndo da anemia falciforme, mas da

crianga com anemia falciforme.
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7. Conclusbes
7.1. Hemoglobinopatia SD

* Foram identificadas 9 criangas SD-Punjab, 8 SD-Korle-Bu e nenhuma
outra variante de Hb D.

e Todas as criangas do grupo S/D-Punjab apresentaram niveis de
hemoglobina basal abaixo de 10 g/dL (média de 8.0 g/dL).

e Os pacientes do grupo S/D-Punjab tinham valores médios de
hemoglobina basal e saturimetria basal de O, mais baixos e contagem
de reticulécitos mais elevada que o grupo S-Korle Bu.

* Concentragbes relativas de hemoglobina fetal, leucometria e
plaguetometria foram mais elevadas nas criangas do grupo S/D-
Punjab.

* Somente criangas com hemoglobina S/D-Punjab tiveram crises vaso
oclusivas dolorosas, receberam transfusdo de hemacias ou fizeram
uso de hidroxiureia.

A avaliagdo dos hapldtipos da Hb S/D-Punjab mostrou que todos
apresentaram haplétipo | para o alelo D-Punjab. Em relagéo ao cluster
do gene da beta globina, foram identificados seis Benin, quatro CAR e
um haplétipo atipico.

* Todos os alelos da Hb S-Korle Bu apresentaram haplétipo |. Sete
criangas tinham haplétipo [33 CAR e apenas uma o haplétipo BS Benin.

* Os pacientes com haplétipo [33 Benin apresentaram dosagens de
hemoglobina total e hemoglobina fetal mais elevadas quando
comparadas aqueles com haplétipo CAR.

* A co-heranca de alfa talassemia foi detectada em quatro criancas
(duas com Hb S/D-Punjab e duas com Hb S-Korle Bu). O volume
corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM)
foram significativamente mais baixas nas criangas com co-heranga de
alfa talassemia.

* Doppler transcraniano foi normal em todas as criangas.

* N&o ocorreram 6bitos nas criangas acompanhadas durante o periodo

do estudo.
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* Em resumo: o curso clinico e exames hematolégicos das criangas com
hemoglobina S/D-Punjab foram muito semelhantes aqueles com
hemoglobinopatia SS; criangas com hemoglobina S-Korle Bu tiveram

curso clinico e laboratorial semelhante aqueles com traco falciforme.

7.2. Hemoglobinopatia SC

* As médias dos valores dos exames hematolégicos foram: hemoglobina
10,5 g/dL; reticuldcitos 3,4%; leucometria 11.236/mm?; plaquetometria
337.098/mm?® e hb fetal 4,9%.

* Entre os eventos clinicos foram observados SEA em 14,8%, crises
vaso oclusivas dolorosas em 74,6%, necessidade de hemotransfusao
em 23,4% e AVC isquémico em 0,2% das criangas.

* Doppler transcraniano foi realizado em apenas 15,4% das criangas,
todos normais se utilizados os mesmos valores de referéncia atuais
para os pacientes com hemoglobinopatia SS.

* Dez pacientes fizeram uso de hidroxiureia; todos apresentaram
melhora dos sintomas.

* Retinopatia falciforme foi observada em 20,3% das 59 criangas que
realizaram fundoscopia.

* Necrose avascular foi detectada em 58,3% de 12 pacientes avaliados,
com predominio em fémur esquerdo.

* Ecocardiograma foi compativel com hipertensao pulmonar em 4,6% de
130 criancas.

* Pesquisa de co-heranca de alfa talassemia foi realizada em 387
criangas; 78 (20,2%) apresentaram resultado positivo.

* O risco das criancas sem alfa talassemia de apresentarem CVO,
infecgdes, transfusdes de concentrado de hemacias e SEA foi 1,7 ,
1,3, 2,9 e 15 vezes maior do que no grupo com co-heranca de alfa
talassemia, respectivamente.

* Foi observada associagdo estatisticamente significativa entre a co-
heranca de alfa talassemia e niveis mais baixos de VCM, HCM,
contagem de reticulécitos e leucometria.

e A taxa de mortalidade por todas as causas, foi de 4,3%. A

probabilidade estimada de 6bito até os 10 anos de vida foi de 5,4%.
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A gravidade das manifestagdes clinicas na doenga SC parece ser
realmente menos intensa do que na forma SS.

As complicagdes agudas e lesbes de o6rgaos-alvo podem também
podem ocorrer com intensidade variada nas criangcas com
hemoglobinopatia SC.

A triagem neonatal precoce e o estudo genético sistematico da co-
heranga de alfa talassemia podem ser uUteis para o seguimento desses

pacientes e orientagao familiar sobre o progndstico da doenca.
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9. Anexos
Anexo | — Protocolo de determinacgao do alelo D-Punjab

A amplificagao do fragmento do HBB foi feita utilizando 50 ng de DNA
genbmico como molde numa reagdo com volume final de 10 uL contendo
tampdo para PCR 1X, 1,5 mM de MgCl;, 200 mM de cada dNTP
(desoxirribonucleotideos trifosfatados), 10 pmoles de cada oligonucleotideo
(direto: 5-  TCATGCCTCTTTGCACCATTC -3 reverso: 5'-
GGGAATGTGGGAGGTCAGTG -3) e 0,5 U de Platinum®Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reacao de amplificagcao foi
feita em termociclador (Veriti, Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) com
uma fase inicial a 96°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos a 96°C por 30
segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, mais uma fase de
extens3o final de 5 minutos a 72°C.

Na reacao de restricdo enzimatica (RFLP), o produto da amplificagédo
da PCR (572 pares de base - pb) foi digerido com enzima de restricdo
(EcoRlI) a temperatura de 37°C durante 3 horas, numa reag¢ao de volume final
de 20 pL (10 uL do produto da amplificagao, 2 uL de tampao da enzima 1X, 2
uL da enzima EcoRI [20U] e 6 uL de agua tipo I).

Para visualizacdo dos produtos da restrigdo, 20 uL do produto da
RFLP adicionados a 1 uL 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, Carlsbad,
CA, USA) contendo brometo de etidio (10ug/mL). A corrida de eletroforese foi
realizada a 80 volts, durante 90 minutos em cuba (LCH — 13 x 15, Loccus
Biotecnologia) contendo tampédo TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM acido
acético; 1 mM EDTA - pH 8,0). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta para
analise dos fragmentos (Gel Doc™, XR+ com image Lab™ software, BIO-
RAD). Gendtipos homozigotos e heterozigotos foram determinados pelo
tamanho dos fragmentos gerados pela restricdo, quando comparados com o
padrao de peso molecular 100 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA).

A enzima EcoRl reconhece e cliva o sitio de restricdo
5...G|AATTC...’3. Dessa forma, o fragmento de 572 pb contendo o alelo

selvagem G em homozigose quando clivado, gera fragmentos de 300 pb e
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272 pb. O fragmento de 572 pb contendo o alelo mutante C (que codifica a
Hb D-Punjab) em homozigose nao apresenta sitio de restrigcao,
permanecendo integro apos a restricdo. O gendtipo heterozigoto foi
identificado pela presencga de todos os fragmentos (572 pb, 300 pb e 272 pb).
A figura 1 mostra a fotografia de um gel de agarose contendo o resultado da
PCR/RFLP utilizando a técnica descrita neste item, bem como o resultado do

sequenciamento de DNA para confirmagéo do resultado obtido.

572pb

300pb
272pb

C TTTG GCAAA AATTCACCTCTCACTC
260 270

Figura 1 — Genotipagem do alelo D-Punjab. (A) Gel de agarose 3% contendo
produtos da RFLP do fragmento de 572 pb amplificado do gene HBB. Na
canaleta 1 foi aplicado o padréo de peso molecular em escala de 100 pb. A
seta azul indica a amostra de individuo homozigoto para o sitio de restrigcao,
caracterizando o gendétipo GG, selvagem. A seta vermelha indica a amostra
de individuo heterozigoto para o sitio de restrigdo, caracterizando o gendtipo
GC (heterozigoto para o alelo D-Punjab). (B) Eletroferograma referente ao
sequenciamento em quatro cores do fragmento do gene HBB, mostrando os
alelos GC em heterozigose (seta amarela).
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Anexo Il — Protocolo de sequenciamento para determinar outras
variantes de Hb D

Apos testagem inicial das amostras dos individuos com perfil
hemoglobinico Hb SD para o alelo D-Punjab (anexo 1), as amostras
homozigotas selvagens (perfil na RFLP nao caracteristico de Hb D-Punjab)
foram submetidas ao sequenciamento de fragmento do gene HBB para
determinar outras variantes de Hb D.

A amplificagao do fragmento do HBB de 771 pb foi feita utilizando 250
ng de DNA genémico como molde numa reagao com volume final de 50 uL
contendo tampao para PCR 1X, 2 mM de MgCl,, 200 mM de cada dNTP, 10
pmoles de cada oligonucleotideo sintético (direto: 5-
TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG -3’; reverso: 5- TTTCTTGCCATGAGCCTTC
-3’) e 5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase. A reacao de amplificacao foi
feita em termociclador (Veriti, Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) com
uma fase inicial a 96°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos a 96°C por 30
segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, mais uma fase de
extens3o final de 5 minutos a 72°C.

A purificacdo do produto de PCR foi realizada utilizando kit comercial
(kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, MACHEREY-NAGEL), de acordo
com instrugdes do fabricante. Para quantificagdo do produto purificado, 4 ulL
do produto adicionados de 0,5 uL do tampéao de corrida xileno cianol 5X
foram aplicados em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio
(10pg/mL). A eletroforese foi feita a 90 volts, durante 60 minutos em cuba
contendo tampdo TAE 1X. O gel foi visualizado no sistema de foto
documentacgéo sob luz ultravioleta para analise dos fragmentos amplificados.
A quantificagao foi obtida através da comparacgao visual da quantidade de
DNA no fragmento purificado com a quantidade de DNA dos fragmentos do
padrao de peso molecular (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA).

As amostras foram sequenciadas utilizando o método de Sanger.
Cerca de 150 ng de produto de PCR purificado, 1 uL do oligonucleotideo
sintético (10 pmoles), 3 puL do tampéao de diluicdo (5X Sequencing Buffer;
Applied Biosystems; Foster City, CA, USA), 2 ul de BigDye v3.1 (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA) e agua para completar um volume final de

20 uL. As reagdes de sequenciamento foram feitas em termociclador (Veriti,
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Applied Biosystems ou T100 Thermal Cycler, Bio-Rad) com uma fase inicial a
96°C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos a 96°C por 15 segundos, 50°C por 15
segundos e 60°C por 4 minutos. Apds o término da reagdo, as amostras
foram mantidas a 4°C.

Para precipitacdo, 90 yL de uma mistura contendo 60 uL de etanol
100%, 3 pL de acetato de sddio 3M e 27 L de agua tipo | foram adicionados
ao produto da reacdo de sequenciamento. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente por 15 minutos, homogeneizando-a por inversao a
cada 3 minutos. Centrifugou-se a 2.000 x g por 30 minutos e, em seguida, 0
sobrenadante foi descartado por inversao da placa. Em seguida, 150 pL de
etanol 70% mantido a -20°C foram adicionados. Posteriormente, a placa foi
homogeneizada por inversdao 10 vezes e centrifugada a 2.000 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado por inversdao e a placa foi
centrifugada invertida a 50 x g durante 1 minuto. Foram adicionados 10 pL de
formamida (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) em cada pogo € a
placa homogeneizada vigorosamente por 5 minutos. Posteriormente, a placa
foi submetida a temperatura de 95°C por 5 minutos e, em seguida, colocada
no gelo até o inicio da eletroforese capilar.

A eletroforese capilar foi realizada em aparelho ABI3130 (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA), utilizando-se polimero POP7 (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA) e capilar 48 centimetros (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA).

Os dados foram analisados comparando-se a sequéncia resultante da
reacao com a sequéncia do HBB depositada no GenBank (NG_000007.3),
utilizando o programa Codon Code Aligner (CodonCode Corporation, USA). A
figura 2 mostra o resultado do sequenciamento de DNA, mostrando a
mutagcdo subjacente a Hb Korle-bu em heterozigose (HBB:c.220G>A;
GAT>AAT; Asp>Asn).
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Figura 2 — Genotipagem do alelo Korle-bu. Eletroferograma referente ao
sequenciamento de quatro cores do fragmento de 771 pb do gene HBB,
mostrando a mutagao Hb Korle-bu (HBB:c.220G>A;) em heterozigose.
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Anexo lll - Protocolo de diagnéstico molecular de talassemia alfa

O diagnéstico molecular de alfa-talassemia foi feito por gap-PCR
multipla, capaz de detectar as sete principais delegdes dos genes HBA em
tubo unico (232). A Figura 3 representa esquematicamente o agrupamento de
genes da a-globina, indicando-se a extensao representativa de cada delecao
e a posigao relativa de cada oligonucleotideo (Tabela 1).

A identidade de cada delecgao foi obtida pela determinagao do tamanho
do fragmento amplificado na reacgdo. Visto que qualquer uma das sete
delecbes remove parte ou todo o gene HBA2, a amplificacdo do gene wild
juntamente com a amplificagdo de um fragmento correspondente a alguma
delecédo indica que a mutagao encontra-se em heterozigose. Como controle
positivo para o sucesso da amplificagdo do DNA, foi utilizado um segmento
de 2.350 pb, referente a regido 3' nao transcrita do gene LIS71 (fator

plaquetario), localizado no cromossomo 17p13.3.

THAI-FFIL-F 20.5-F  MED-F SEA-F 42-F 0o2/37-F o2-R 42-R  3.720.5-R MED-R FIL-RTHALR SEA-R
)
11
Y1
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H --------------------- 3 7 -------------- 39 HVR
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o z‘
: ..SEA
. | -
» < ..MED o v
< 305 »>
< o) >
” __FIL >
__THAI

4 »
< »

Figura 3 - llustragdo do agrupamento de genes da globina alfa, extensdo das
delecbes e posicao dos oligonucleotideos .
Fonte: Tan et al., 2001 (232)

As reacoes de PCR foram realizadas utilizando o kit comercial para
PCR multipla (QIAGEN® Multiplex PCR kit, QIAGEN). Os ensaios para
diagndstico molecular de a-Tal foram realizados nas seguintes condigdes:
volume final de 15 uL, contendo 100 uM de cada dNTP, 0,75 uM MgCl, e
1,25 U HotStarTag DNA polimerase (Qiagen master mix), oligonucleotideos
sintéticos em concentragdes distintas (Tabela 1), 1X solugédo Q e 250 ng de
DNA gendmico. Com relagéo aos ciclos da PCR, estabeleceu-se: ativagao da
enzima hot start e desnaturagdo do DNA a 96°C por 15 minutos, seguido de
30 ciclos de 98°C por 45 segundos para desnaturagdo do DNA, 62°C durante

90 segundos para anelamento dos iniciadores, 72°C por 135 segundos para
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acao da DNA polimerase, seguido por uma extensao final de 5 minutos a
72°C (Veriti, Applied Biosystems).

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos sintéticos para cada tipo de
delecao da a-Tal, respectivas concentragdes utilizadas nas reacdes de PCR

e tamanho esperado dos produtos da amplificacao

Gene ou Tamanho do
tipo de Concentragca fragmento
delegao Sequéncia 5'-3° o) esperado
ATACCATGGTTACCCCATTGAG
LIS1-F C 0.5 mM
LIS1-R  AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0.5 mM 2350 pb
2022/2029
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2 mM pb
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0.2 mM
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 mM 1800 pb

4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0.5mM
CCCGTTGGATCTTCTCATTTCC

4.2-R C 0.5mM 1628 pb
SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0.2 mM
SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0.2 mM 1349 pb
THAI-F GACCATTCCTCAGCGTGGGTG 0.3 mM
THAI-R  CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG 0.3 mM 1153 pb
20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 0.2 mM 1007 pb
MED-F  TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 0.2 mM
MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 0.2 mM 807 pb
TTTAAATGGGCAAAACAGGCCA
FIL-F GG 1.0 mM
ATAACCTTTATCTGCCACATGTA
FIL-R GC 1.0 mM 546 pb

Fonte: Tan et al., 2001 (232)

Para resolucédo dos produtos da PCR, 15 uL do produto adicionados
de 1 uL do tampao de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de
agarose 1% contendo brometo de etidio (10ug/mL). A corrida de eletroforese
foi realizada a 90 volts durante 2 horas em cuba contendo tampao TAE 1X. O
gel foi visualizado no sistema de fotodocumentacéo sob luz ultravioleta para
analise dos fragmentos amplificados. A determinagcdo do gendtipo foi
realizada de acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados, quando
comparados com o padrao de peso molecular 500 pb (500 bp DNA Ladder,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Figura 4).
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2350pb

4mm— 2029pb

1800pb

Figura 4 — Fotografia do gel de agarose 1% contendo produtos da PCR
multipla para diagndéstico molecular da talassemia alfa. Na canaleta 1 foi
aplicado o padrao de peso molecular em escala de 500 pares de base. Nas
canaletas 2, 4 e 7 foram aplicadas amostras com os genétipos aa/aa, aa/-a>’

e -a*"/-a>7, respectivamente.
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Anexo IV — Determinagcao dos haplétipos do agrupamento de genes da
globina beta

Haplétipos B°

A determinacdo dos haplétipos do agrupamento de genes da BS-
globina foi realizada por meio de PCR-RFLP conforme SUTTON et al. (233),
com modificagbes. Foram analisados cinco fragmentos para a determinacao
desses haplétipos (Tabela 2).

Tabela 2 — Sequéncias dos oligonucleotideos e caracteristicas dos RFLPs

para genotipagem dos haplétipos do agrupamento de genes da Bs-globina

Enzima Fragmentos
Sequéncia do oligonucleotideo Direc¢ao Posicao Gene de restricao
AAGTGTGGAGTGTGCACATGA Reverso 44538 Gy Hindlll 346+434
43779 Gy /Ay 5..A|AGCTT...3
TGCTGCTAATGCTTCATTACAA  Direto 48699 ‘
TAAATGAGGAGCATGCACACAC Reverso 49457 Ay Hindlll 344+436
GAACAGAAGTTGAGATAGAGA  Direto 54793 Hincll
5..GTY| 369+337
ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT  Reverso 55479 wB RAC...3’
TCTGCATTTGACTCTGTTAGC  Direto 57870 Hincll S17+97
5..GTY|
GGACCCTAACTGATATAACTA  Reverso 58463 3'wB RAC...3’
CTACGCTGACCTCATAAATG Direto 69314 Hinfl 239+147
5'..GJANTC...3’
CTAATCTGCAAGAGTGTCT  Reverso 69681 5B

A amplificacdo dos fragmentos utilizados para determinagdo dos
haplétipos BS-globina foi feita utilizando 100 ng de DNA gendémico como
molde numa reagao com volume final de 20 ml, contendo 200 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 500 mM KCI, MgCl, em concentragdes distintas, 200 mM de cada
dNTPs, 2 pmol de cada oligonucleotideo sintético e 0,8 U de Platinum®Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, USA). A reagdo de amplificagao foi feita em
termociclador (Veriti, Applied Biosystems ou T100 Thermal Cycler, Bio-Rad)
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'WB: 60°C por 30
segundos), e 72°C por 45 segundos, mais uma fase de extens3o final de 10
minutos a 72°C.

Na analise de RFLP, os produtos da amplificagdo da PCR (10 ml)
foram digeridos com as enzimas adequadas a temperatura de 37°C numa
reacao de volume final de 20 uL: Hindlll na regido IVS2 do gene Gy e na

regido IVS2 do gene “y; Hinc Il em WB e na extremidade 3" de B; e Hinfl na
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extremidade 5" de B. Apds a digestdo, a enzima foi inativada com aumento
da temperatura para 65°C durante 20 minutos (Tabela 2).

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

Invitrogen).

Utilizando-se esses cinco polimorfismos, os cromossomos foram
agrupados em cinco haplétipos classicos, de acordo com o padréao de
restricdo: CAR ou Bantu (+----), Benin (---+-), Senegal (+-+++), Camardes
(++-+-) e Asidtico (+-++-), sendo que “+” representa a presengca e “-’
representa a auséncia do sitio polimérfico. Quaisquer outras combinagdes
encontradas foram classificadas como haplétipos atipicos (Tabela 3). Quando
se verificava a heterozigose para dois haplétipos, pressumia-se, com base na
maior prevaléncia de haplétipos comuns em individuos com doenca
falciforme, que um haplétipo comum estava presente, juntamente com um
haplotipo atipico, em vez de dois hapldtipos atipicos. Todas as amostras em
que foram indentificados haplétipos atipicos, a genotipagem foi realizada

novamente para confirmacao do resultado.

Tabela 3 - Principais haplétipos do agrupamento de genes da BS globina

G A

haplést;:)lg: / " H\i("d " H\g"d Eﬁmc I ﬂ.‘fﬁ I ﬁi‘f\f |
CAR + - - - -
Benin - - - + -
Senegal + - + + +
Camardes + + - + +
Asiatico + - + + -
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Haplétipos B°

Para determinagdo dos hapldtipos do alelo B, além dos cinco
fragmentos utilizados na determinagdo dos haplétipos RS, também foi
analisado o sitio polimérfico Hpal a 3’ do gene HBB. O sitio polimdrfico Hpal
esta localizado em uma regiao repetitiva e ndo pode ser amplificado por PCR
convencional (234). Dessa forma, esse fragmento foi amplificado por “PCR a
longa distancia” (Longe Range PCR).

As reagobes de “PCR a longa distancia” foram realizadas utilizando-se o
kit comercial (QIAGEN® LongRange PCR kit, QIAGEN). Os ensaios foram
realizados nas seguintes condi¢des: volume final de 50 uL contendo 500 uM
de cada dNTP, 1X de LongRange PCR Buffer, 0,8U LongRange PCR
Enzyme, 0,4 upM de cada oligonucleotideo sintético (direto: 5'-
CCCAAAGTAGAAACTATCAAGGGAG-3; reverso: 5-
TGGCTCTACGGATGTGTGAGATCA-3') e 250 ng de DNA gendmico. A
reacao de amplificagao foi feita em termociclador (Veriti, Applied Biosystems;
Foster City, CA, USA) com uma fase inicial a 93°C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos a 93°C por 15 segundos, 62°C por 30 segundos e 68°C por 7
minutos.

Na RFLP, o produto da amplificacdo da PCR (6.542 pb) foi digerido
com enzima de restricdo Hpal a temperatura de 37°C durante 60 minutos,
numa reag¢ao de volume final de 20 pL (10 uL do produto da amplificagao, 2
uL de tampéao 1X, 1,0 uL da enzima Hpal [5U] e 7 uL de agua tipo I).

Para resolugdo dos produtos da RFLP, 20 uL do produto adicionado
de 1 uL do tampao de corrida xileno cianol 5X foram aplicados em gel de
agarose 1% contendo brometo de etidio (10ug/mL). A corrida de eletroforese
foi realizada a 90 volts durante 2 horas em cuba contendo tampao TAE 1X. O
gel foi visualizado no sistema de fotodocumentacéo sob luz ultravioleta para
analise dos fragmentos amplificados. A determinagcdo do gendtipo foi
realizada de acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados, quando
comparados com o padrao de peso molecular 250 pb (500 bp DNA Ladder,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Figura 5).

A enzima Hpal reconhece e cliva o sitio de restricdo 5...GTT|AAC..."3.
Dessa forma, o fragmento de 6.542 pb contendo o alelo selvagem A (muito

mais comum do que o alelo G, este geralmente presente em alelos de

130



individuos com Hb C) é clivado pela Hpal, gerando fragmentos de 3.575 pb e
2.967 pb. O alelo polimérfico G nao é clivado pela Hpal e permanece integro.
O gendtipo heterozigoto foi identificado pela presenca de todos os trés
fragmentos (6.542 pb, 3.575 pb e 2.967 pb). O gendtipo homozigoto
selvagem A nao apresenta o fragmento de 6.542 pb e o homozigoto mutado
G, ao contrario, sé apresenta esse fragmento. A figura 5 mostra a fotografia
de um gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP utilizando a

técnica descrita neste item.

6542pb

3575pb
2967pb

Figura 5 — Gel de agarose 1% contendo produtos da RFLP. Na
canaleta 1 foi aplicado o padrao de peso molecular em escala de 250 pb. A
seta azul indica a amostra de individuo sem o sitio de restricao,
caracterizando o gendtipo GG (-/-). A seta vermelha indica amostra de
individuo heterozigoto para o sitio de restricao, caracterizando o gendétipo AG
(+/-).

Utilizando-se esses seis polimorfismos, os alelos foram agrupados em
trés haplétipos classicos, de acordo com o padrao de restricao: | (+--++-), 1l (-

__++-) e

“wn

Il (----+-), sendo que “+” representa a presenga e representa a auséncia
do sitio polimdrfico. Quaisquer outras combinagdes encontradas foram
classificadas como haplétipos atipicos (Tabela 4). Em todas as amostras com
identificacdo de haplétipos atipicos, repetiu-se a genotipagem para

confirmacéao do resultado.
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Tabela 4 - Principais haplétipos do agrupamento de genes da BC globina

G A
i, Y Y ] 3'yp , 3B
Sitios / Hind Hind Hinc Hinc 5B Hpal
haploétipos Hinf |
n n I I
I + - - + + -
Il - - - + + -
M ; ; ; - + ]
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Haplétipos B°

Para determinagdo dos haplétipos de B° foram analisados os
seguintes sitios polimorficos: € (Hinc 1), Gy (Hind 1ll), Ay (Hind Ill), ¥ (Hinc
i), 3'WB (Hinc Il), B (Avall) e 3'8 (Hinf I). A determinacdo do padrao de
restricdo dos sitios polimérficos Gy (Hind IIl), Ay (Hind III), W@ (Hinc Il), 3'¥B
(Hinc 1) e 3'B (Hinf 1) foi feita utilizando os mesmo protocolos descritos na

S deste anexo.

secao “Haplétipos

Os sitios polimérficos nas regides € (rs3834466) e B (rs10768683)
foram determinados por sequenciamento de DNA.

A amplificacdo do fragmento de 761 pb do HBE foi feita utilizando 50
ng de DNA genémico como molde numa reagao com volume final de 20 uL
contendo tampao para PCR 1X, 2,0 mM de MgCl,, 200 yM de cada dNTP
(Desoxirribonucleotideos Trifosfatados), 10 pmoles de cada oligonucleotideo
(direto: 5 TCTCTGTTTGATGACAAATTC 3 reverso: 5-
AGTCATTGGTCAAGGCTGACC-3) e 0,5 U de Platinum®Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reacdo de amplificagcao foi
feita em termociclador (Veriti, Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) com
uma fase inicial a 96°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos a 96°C por 30
segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 60 segundos, mais uma fase de
extens3o final de 5 minutos a 72°C.

O protocolo de amplificagao do fragmento de 771 pb do HBB utilizado
para determinagcdo do polimorfismo em [ (rs10768683) foi descrito
anteriormente (Anexo 2).

Os protocolos de purificagao, reacao de sequenciamento, precipitacdo
da reacdo de sequenciamento e eletroforese capilar para determinagao dos
sitios polimorficos € e B foram os descritos anteriormente (Anexo 2).

A figura 6 mostra o resultado do sequenciamento de DNA do

fragmento HBE, mostrando o polimorfismo rs3834466 em heterozigose.

AAAG GTGGTG G ACAGTG ACAAAAACCG GG
280 290 300
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Figura 6 — Eletroferograma referente ao sequenciamento de quatro cores do
fragmento do gene HBE, mostrando o polimorfismo rs3834466 em
heterozigose (AAC/AC).

A figura 7 mostra o resultado do sequenciamento de DNA do
fragmento HBB, mostrando o alelo C (rs10768683) em homozigose.

TCTATG G GG ACCCTTG ATG
€40 €50

-

Figura 7 — Eletroferograma referente ao sequenciamento de quatro cores do
fragmento do gene HBB, mostrando o alelo C (rs10768683) em homozigose

(seta amarela).
Utilizando-se esses sete polimorfismos, os haplétipos B° foram

determinados comparando-se os resultados obtidos com os perfis

polimorficos listados por Patel et al. 2010 (173).
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Anexo V — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para pais de criangas com até 7 anos incompletos)
Conselho Nacional de Salde, Resolugédo 196/96

Pesquisa: Estudo das manifestagdes clinicas e hematolégicas da doenga falciforme subtipos SC e SD
em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais

As doengas falciformes s&o doencgas do sangue causadas pela alteracdo na forma dos glébulos
vermelhos do sangue (hemacias), que ficam parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal
arredondada. Ela é uma doenga genética, ou seja, o pai e a mae transmitem para os filhos o gene
alterado que leva a doenga. A doenga acontece por um defeito na hemoglobina, que é a parte do
glébulo vermelho responsavel por carregar o oxigénio para todo o corpo. A hemoglobina normal é a
hemoglobina A, mas no caso desta doenca, a pessoa tem hemoglobinas S, C ou D (hemoglobinas
alteradas) e ndo possuem hemoglobina A. Na doenga da hemoglobina SC existem duas hemoglobinas
alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina C. Na doenga da hemoglobina SD existem duas
hemoglobinas alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina D. As doengas das hemoglobinas SC e SD
podem causar diferentes sintomas e em diversos graus de intensidade. Nosso objetivo é estudar essas
caracteristicas clinicas e de alteracdes no sangue e de outras partes do corpo, como vasos sanguineos
cerebrais, vasos do fundo dos olhos, ossos e outros 6rgdos que podem ser atingidos pelas doencgas
das hemoglobinas SC e SD. As criangas serdo beneficiadas diretamente porque a pesquisa busca
conhecer melhor como a doenga se manifesta no paciente, para que o médico tenha condi¢des de
realizar agcdes mais adequadas de tratamento e prevencédo de complicagdes.

Ao concordar com a participagdo na pesquisa, vocé estara autorizando que os pesquisadores
consultem os dados clinicos e laboratoriais de seu filho ou da crianga pela qual vocé é responsavel nos
prontuarios médicos. Caso vocé autorize, vocé nao tera nenhum custo. Os dados coletados ficardo
guardados na Fundagdo Hemominas e serdo usados apenas para os fins propostos nesta pesquisa

Iremos colher 5 ml de sangue da veia da crianga no dia da consulta agendada na Fundagao
Hemominas para realizar exames genéticos que podem ajudar o médico a conhecer quais os pacientes
terdo maior risco de ter uma doenga mais grave, e assim orienta-lo no tratamento mais adequado para
evitar as possiveis complicagdes. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas em
alguns casos pode ocorrer 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, o que
ocorre comumente, a amostra poderd ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova
coleta. Parte do sangue coletado sera usado para estudos do DNA da crianga, relacionados aos genes
que controlam a produgéo das hemoglobinas.

Vocé podera se recusar a participar ou solicitar desligamento do projeto, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem nenhum prejuizo ao cuidado de seu filho em seu
atendimento e acompanhamento ambulatorial e laboratorial na Fundacdo Hemominas. Vocé néao
recebera remuneracao por participar do estudo. Na divulgagéo dos resultados, o nome da pessoa nao
sera mostrado, garantindo sigilo e privacidade.

Nés responderemos a qualquer questdo relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que
for necessario. Os telefones para contato com os pesquisadores sdo 32484596 ou 34099772. Vocé
também podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antdnio Carlos, 6627,
Unidade Administrativa |l, 20 andar, sala 2005. Telefone 34094592) e/ou o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundagdo Hemominas (Alameda Ezequiel Dias, 321. Telefone 32484587).

CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apds ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo das manifestagdes clinicas e hematoldgicas
da doenca falciforme subtipos SC e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas
Gerais”, consinto em participar na qualidade de responsavel pela crianga
, até que eu decida em contrario. Permito, também,
que parte do sangue coletado seja utilizado para estudos do DNA, relacionados aos genes que
controlam a produgdo de hemoglobinas.

Data: Belo Horizonte, de de 20__
RESPONSAVEL.....ciiiiiiiiiii e e et e e e e e e e e s e st ereeeaaaaeens
[T Yo [T 1ST-To [ ] P EUPPRR N

Pesquisadores responsaveis: Marcos Borato Viana e Paulo do Val Rezende
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para pais e criangas de 7 até 12 anos incompletos)
Conselho Nacional de Saude, Resolugéo 196/96

Pesquisa: Estudo das manifestagdes clinicas e hematoldgicas da doenca falciforme subtipos SC
e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais

As doengas falciformes sdo doengas do sangue causadas pela alteragcdo na forma dos glébulos
vermelhos do sangue (hemacias), que ficam parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal
arredondada. Ela é uma doenga genética, ou seja, o pai e a mae transmitem para os filhos o gene
alterado que leva a doenga. A doenca acontece por um defeito na hemoglobina, que é a parte do
glébulo vermelho responsavel por carregar o oxigénio para todo o corpo. A hemoglobina normal é a
hemoglobina A, mas no caso desta doenga, a pessoa tem hemoglobinas S, C ou D (hemoglobinas
alteradas) e ndo possuem hemoglobina A. Na doenga da hemoglobina SC existem duas hemoglobinas
alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina C. Na doenga da hemoglobina SD existem duas
hemoglobinas alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina D. As doengas das hemoglobinas SC e SD
podem causar diferentes sintomas e em diversos graus de intensidade. Nosso objetivo é estudar essas
caracteristicas clinicas e de alteragdes no sangue e de outras partes do corpo, como vasos sanguineos
cerebrais, vasos do fundo dos olhos, ossos e outros 6rgdos que podem ser atingidos pelas doengas
das hemoglobinas SC e SD. As criangas serdo beneficiadas diretamente porque a pesquisa busca
conhecer melhor como a doenga se manifesta no paciente, para que o médico tenha condi¢des de
realizar agbes mais adequadas de tratamento e prevencédo de complicacdes.

Ao concordar com a participagdo na pesquisa, vocé estara autorizando que os pesquisadores
consultem os dados clinicos e laboratoriais de seu filho ou da crianga pela qual vocé é responsavel nos
prontudrios médicos. Caso vocé autorize, vocé ndo terda nenhum custo. Os dados coletados ficardo
guardados na Fundagdo Hemominas e serdo usados apenas para os fins propostos nesta pesquisa.

Iremos colher 5 ml de sangue da veia da criangca no dia da consulta agendada na Fundagéo
Hemominas para realizar exames genéticos que podem ajudar o médico a conhecer quais os pacientes
terdo maior risco de ter uma doenga mais grave, e assim orienta-lo no tratamento mais adequado para
evitar as possiveis complicagdes. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas em
alguns casos pode ocorrer um hematoma (cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi introduzida.
Caso seja feita uma coleta de sangue para exams referentes ao acompanhamento clinico, a amostra
podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta. Parte do sangue coletado
sera usado para estudos do DNA da crianga, relacionados aos genes que controlam a produgdo das
hemoglobinas.

Vocé podera se recusar a participar ou solicitar desligamento do projeto, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem nenhum prejuizo ao cuidado de seu filho em seu
atendimento e acompanhamento ambulatorial e laboratorial na Fundagdo Hemominas. Vocé nao
recebera remuneracéo por participar do estudo. Na divulgagéo dos resultados, o nome da pessoa néo
sera mostrado, garantindo sigilo e privacidade.

No6s responderemos a qualquer questéo relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que
for necessario. Os telefones para contato com os pesquisadores sdo 32484596 ou 34099772. Vocé
também podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antonio Carlos, 6627,
Unidade Administrativa 1l, 20 andar, sala 2005. Telefone 34094592) e/ou o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Hemominas (Alameda Ezequiel Dias, 321. Telefone 32484587).

CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apos ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo das manifestagdes clinicas e hematolégicas
da doenga falciforme subtipos SC e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas
Gerais”, consinto em participar na qualidade de responsavel pela crianga
, até que eu decida em contrario. Permito, também,
que parte do sangue coletado seja utilizado para estudos do DNA, relacionados aos genes que
controlam a produgao de hemoglobinas.

Data: Belo Horizonte, de de 20__

Responsavel

Pesquisador

Paciente

Pesquisadores responsaveis: Marcos Borato Viana e Paulo do Val Rezende
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para pais de criangas acima de 12 anos)
Conselho Nacional de Saude, Resolugéo 196/96

Pesquisa: Estudo das manifestagdes clinicas e hematoldgicas da doenga falciforme subtipos SC
e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais

As doencgas falciformes sdo doencgas do sangue causadas pela alteragdo na forma dos glébulos
vermelhos do sangue (hemdacias), que ficam parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal
arredondada. Ela ¢ uma doenga genética, ou seja, o pai e a mae transmitem para os filhos o gene
alterado que leva a doenga. A doenga acontece por um defeito na hemoglobina, que é a parte do
glébulo vermelho responsavel por carregar o oxigénio para todo o corpo. A hemoglobina normal é a
hemoglobina A, mas no caso desta doenga, a pessoa tem hemoglobinas S, C ou D (hemoglobinas
alteradas) e ndo possuem hemoglobina A. Na doenga da hemoglobina SC existem duas hemoglobinas
alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina C. Na doenga da hemoglobina SD existem duas
hemoglobinas alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina D. As doengas das hemoglobinas SC e SD
podem causar diferentes sintomas e em diversos graus de intensidade. Nosso objetivo é estudar essas
caracteristicas clinicas e de alteragdes no sangue e de outras partes do corpo, como vasos sanguineos
cerebrais, vasos do fundo dos olhos, ossos e outros 6rgdos que podem ser atingidos pelas doencas
das hemoglobinas SC e SD. As criangas e adolescentes serdo beneficiados diretamente porque a
pesquisa busca conhecer melhor como a doenga se manifesta no paciente, para que o médico tenha
condigdes de realizar agdes mais adequadas de tratamento e prevengédo de complicagdes.

Ao concordar com a participagdo na pesquisa, vocé estara autorizando que os pesquisadores
consultem os dados clinicos e laboratoriais de seu filho ou da crianga pela qual vocé é responsavel nos
prontuarios médicos. Caso vocé autorize, vocé nado tera nenhum custo. Os dados coletados ficardo
guardados na Fundagdo Hemominas e serdo usados apenas para os fins propostos nesta pesquisa

Iremos colher 5 ml de sangue da veia da crianga no dia da consulta agendada na Fundacéo
Hemominas para realizar exames genéticos que podem ajudar o médico a conhecer quais os pacientes
terdo maior risco de ter uma doenga mais grave, e assim orienta-lo no tratamento mais adequado para
evitar as possiveis complicagdes. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas em
alguns casos pode ocorrer 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, a amostra
podera ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta. Parte do sangue coletado
sera usado para estudos do DNA da crianga, relacionados aos genes que controlam a produgédo das
hemoglobinas.

Vocé podera se recusar a participar ou solicitar desligamento do projeto, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem nenhum prejuizo ao cuidado de seu filho em seu
atendimento e acompanhamento ambulatorial e laboratorial na Fundagdo Hemominas. Vocé néo
recebera remuneragao por participar do estudo. Na divulgacédo dos resultados, o nome da pessoa nao
sera mostrado, garantindo sigilo e privacidade.

Ndés responderemos a qualquer questao relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que
for necessario. Os telefones para contato com os pesquisadores sdo 32484596 ou 34099772. Vocé
também podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Anténio Carlos, 6627,
Unidade Administrativa 1l, 20 andar, sala 2005. Telefone 34094592) e/ou o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundagdo Hemominas (Alameda Ezequiel Dias, 321. Telefone 32484587).

CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apds ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo das manifestagdes clinicas e hematoldgicas
da doenga falciforme subtipos SC e SD em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas
Gerais”, consinto em participar na qualidade de responsavel pela crianga
, até que eu decida em contrario. Permito, também,
que parte do sangue coletado seja utilizado para estudos do DNA, relacionados aos genes que
controlam a produgéo de hemoglobinas.

Data: Belo Horizonte, de de 20

Responsavel

Pesquisador

Pesquisadores responsaveis: Marcos Borato Viana e Paulo do Val Rezende
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para criangas e adolescentes acima de 12 anos)
Conselho Nacional de Saude, Resolugao 196/96

Pesquisa: Estudo das manifestacdes clinicas e hematoldgicas da doenga falciforme subtipos SC e SD
em criangas do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais

As doencas falciformes sdo doengas do sangue causadas pela alteragdo na forma dos glébulos
vermelhos do sangue (hemacias), que ficam parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal
arredondada. Ela é uma doenga genética, ou seja, o pai e a mae transmitem para os filhos o gene
alterado que leva a doenga. A doenga acontece por um defeito na hemoglobina, que é a parte do
glébulo vermelho responsavel por carregar o oxigénio para todo o corpo. A hemoglobina normal é a
hemoglobina A, mas no caso desta doenga, a pessoa tem hemoglobinas S, C ou D (hemoglobinas
alteradas) e ndo possuem hemoglobina A. Na doenga da hemoglobina SC existem duas hemoglobinas
alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina C. Na doenca da hemoglobina SD existem duas
hemoglobinas alteradas: a hemoglobina S e a hemoglobina D. As doengas das hemoglobinas SC e SD
podem causar diferentes sintomas e em diversos graus de intensidade. Nosso objetivo é estudar essas
caracteristicas clinicas e de alteragées no sangue e de outras partes do corpo, como vasos sanguineos
cerebrais, vasos do fundo dos olhos, ossos e outros 6rgdos que podem ser atingidos pelas doengas
das hemoglobinas SC e SD. As criangas e adolescentes serdo beneficiados diretamente porque a
pesquisa busca conhecer melhor como a doenga se manifesta no paciente, para que o médico tenha
condi¢des de realizar agdes mais adequadas de tratamento e prevengédo de complicagdes.

Ao concordar com a participagdo na pesquisa, vocé estara autorizando que os pesquisadores
consultem os dados clinicos e laboratoriais de seu filho ou da crianga pela qual vocé é responsavel nos
prontudrios médicos. Caso vocé autorize, vocé ndo terd nenhum custo. Os dados coletados ficardo
guardados na Fundagdo Hemominas e serdo usados apenas para os fins propostos nesta pesquisa

Iremos colher 5 ml de sangue da sua veia no dia da consulta agendada na Fundagdo Hemominas
para realizar exames genéticos que podem ajudar o médico a conhecer quais os pacientes terdo maior
risco de ter uma doenga mais grave, e assim orienta-lo no tratamento mais adequado para evitar as
possiveis complicagdes. A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas em alguns
casos pode ocorrer um hematoma (cor roxa) na regido do brago onde a agulha foi introduzida. Caso
seja feita uma coleta de sangue para exams referentes ao acompanhamento clinico, a amostra podera
ser usada para nossa pesquisa, sem necessidade de nova coleta. Parte do sangue coletado sera
usado para estudos do DNA da crianga, relacionados aos genes que controlam a produgédo das
hemoglobinas.

Vocé podera se recusar a participar ou solicitar desligamento do projeto, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem nenhum prejuizo ao cuidado de seu filho em seu
atendimento e acompanhamento ambulatorial e laboratorial na Fundagdo Hemominas. Vocé néo
recebera remuneracao por participar do estudo. Na divulgacdo dos resultados, o nome da pessoa nao
sera mostrado, garantindo sigilo e privacidade.

Noés responderemos a qualquer questéo relativa ao estudo, agora ou em qualquer momento que
for necessario. Os telefones para contato com os pesquisadores sao 32484596 ou 34099772. Vocé
também podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Avenida Antbdnio Carlos, 6627,
Unidade Administrativa 1l, 20 andar, sala 2005. Telefone 34094592) e/ou o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundagdo Hemominas (Alameda Ezequiel Dias, 321. Telefone 32484587).

CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, abaixo assinado, declaro que apos ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo das manifestagbes clinicas e hematoldgicas
da doenga falciforme subtipos SC e SD em criangcas do Programa de Triagem Neonatal de Minas
Gerais”, consinto em participar na qualidade de responsavel pela crianga
, até que eu decida em contrario. Permito, também,
que parte do sangue coletado seja utilizado para estudos do DNA, relacionados aos genes que
controlam a producédo de hemoglobinas.

Data: Belo Horizonte, de de 20__

Responsavel

Pesquisador

Pesquisadores responsaveis: Marcos Borato Viana e Paulo do Val Rezende
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Anexo VI — Termos de aprovagao da defesa de tese

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

UEMG

FOLHA DE APROVACAO

ESTUDO DAS MANIFESTAGOES CLIiNICAS E HEMATOLOGICAS DA DOENGCA
FALCIFORME SUBTIPOS SC E SD EM CRIANGAS DO PROGRAMA DE

TRIAGEM NEONATAL DE MINAS GERAIS

PAULO DO VAL REZENDE

Tese submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagfo em Ciéncias da Saude, Saude da Crianga e do Adolescente, como requisito para
obtengédo do grau de Doutor em Ciéncias da Saide, Saude da Crianga e do Adolescente, 4rea

de concentrag@o Ciéncias da Sadde.

Aprovada em 29 de setembro de 2016, pela banca constituida pelos membros:

Prof. Marc orato Viana - Orientador
UFMG

¥

Prof. J oaqui"&%}i/of\cllar Mota

UFMG

Prof® Benigna l\ﬁria de Oliveira

)

Prof. J O{ﬁ_e Andrade Pinto
MG

Belo Horizonte, 29 de setembro de 2016.
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UFmG
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ATA DA DEFESA DE TESE DO ALUNO
PAULO DO VAL REZENDE

Realizou-se, no dia 29 de setembro de 2016, as 13:30 horas, sala 268, 2° andar da
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de tese,
intitulada “ESTUDO DAS MANIFESTAGOES CLINICAS E HEMATOLOGICAS DA
DOENGA FALCIFORME SUBTIPOS SC E SD EM CRIANCAS DO PROGRAMA DE
TRIAGEM NEONATAL DE MINAS GERAIS”, apresentada por PAULO DO VAL
REZENDE, numero de registro 2012655267, graduado no curso de MEDICINA, como
requisito parcial para a obtengdo do grau de Doutor em Ciéncias da Saude, pelo
Programa de Pés Graduagao em Ciéncias da Saude, Saude da Crianga e do Adolescente
a seguinte Comissdo Examinadora formada pelos Professores Doutores: Marcos Borato
Viana - Orientador (UFMG), Joaquim Anténio César Mota (UFMG), Benigna Maria de
Oliveira (UFMG), Ana Cristina Silva Pinto (FMRP), Jorge Andrade Pinto (UFMG).

A Comissao considerou a tese:

() Aprovada
() Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 29 de setembro de 2016.
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