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RESUMO

A anemia falciforme (AF) € uma doengca monogénica caracterizada por um fendétipo
variavel, com complicagdes clinicas graves e grande heterogeneidade clinica.
Evidéncias mostram que fatores genéticos podem estar envolvidos como
moduladores desta doenca. A coexisténcia com a alfa talassemia e os haplétipos do
cluster BS sdo considerados os principais determinantes na expressdo dos multiplos
fendtipos da AF, no entanto a real influéncia desses marcadores ainda € uma
questdo controversa. O estudo teve como objetivo, avaliar a influéncia da alfa
talassemia e dos haplétipos BS nas manifestacoes clinicas da AF em 714 pacientes
provenientes do Estado de Pernambuco. Diversas variaveis clinicas, como crises
vaso-oclusiva, colelitiase, sindrome toracica aguda, ulcera de perna, osteonecrose,
acidente vascular cerebral (AVC) e priapismo foram investigadas. A delegédo -o>’ da
alfa talassemia e os haplétipos do cluster p° foram genotipados por gap-PCR e PCR-
RFLP, respectivamente. O haplétipo Bantu esteve presente na maioria dos pacientes
(92,4%), com uma alta frequéncia alélica (74.3%) e genotipica (56,5%). A analise
comparativa dos haplétipos nao mostrou associagdo com nenhuma das
manifestacdes clinicas estudadas. A alfa talassemia esteve presente em 23,7% dos
pacientes e foi associada a um menor risco para o desenvolvimento das
manifestacdes clinicas hemoliticas: AVC, priapismo e colelitiase. A alfa talassemia
nao foi associada com Uulcera de perna, complicacbes vaso-oclusivas e sobrevida
global dos pacientes. Nossos resultados mostram que a alfa talassemia é um
modulador fenotipico para a maioria das manifestagdes clinicas hemoliticas da AF e
os haplétipos [38 nao estido associados a heterogeneidade clinica da doenga no
Estado de Pernambuco.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Talassemia alfa. Polimorfismo. Fendtipo.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a monogenic disease characterized by a variable
phenotype, with severe clinical complications and significant clinical heterogeneity.
Evidences show that genetic factors may be involved in the disease modulation.
Alpha thalassemia coexistence and BS cluster haplotype are considered the main
determinants of SCA phenotypes, however the real role of these markers is still
controversial. The aim of this study was to evaluate the influence of alpha
thalassemia and B° haplotypes on SCA clinical manifestations in 714 patients from
Pernambuco state. Several clinical variables, such as vaso-occlusive crisis,
cholelithiasis, acute chest syndrome, leg ulcers, osteonecrosis, stroke and priapism
were investigated. The -o®” deletion of alpha-thalassemia and B°-globin cluster
haplotype were genotyped by PCR-RFLP and gap-PCR respectively. The Bantu
haplotype was present in most patients (92.4%) with a high allele (74.3%) and
genotypic (56.5%) frequency. The comparative analysis of haplotypes was not
associated with any studied clinical manifestations. Alpha thalassemia was present in
23.8% of patients and it was related to a protective effect on the development of
hemolytic clinical manifestations, such as stroke, cholelithiasis and priapism. Alpha
thalassemia was not associated with leg ulcers, vaso-occlusive complications and
overall survival. Our results indicate that alpha thalassemia is a phenotypic modulator
for most hemolytic clinical manifestations of SCA. In addition, BS haplotypes are not
associated with clinical heterogeneity of the disease in Pernambuco state.

Key-words: Sickle cell anemia. Alpha thalassemia. Polymorphism. Phenotype.
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1 INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) foi a primeira doenga monogénica humana a ser
caracterizada ao nivel molecular. E uma hemoglobinopatia autossémica recessiva de
distribuicdo mundial, resultante de uma mutagdo pontual no gene da globina beta.
Essa mutacdo é suficiente para modificar a sintese da hemoglobina A normal do
adulto (HbA), para a sintese de uma hemoglobina anormal, denominada de
hemoglobina S (HbS). Em condi¢cbes de baixa biodisponibilidade de oxigénio, a HbS
polimeriza tornando as hemacias rigidas e em formato de foice.

Os eritrocitos falcizados sdo mais susceptiveis a hemolise e a vaso-oclusao,
e podem provocar lesdo vascular, seguida de inflamagdo e ativagado das células
endoteliais. Apesar de ser uma condicdo monogénica, os pacientes apresentam
grande heterogeneidade fenotipica entre si. Dentre as diferentes manifestacoes
clinicas relacionadas com a AF estdo: crises de dor ou vaso-oclusivas, colelitiase,
sindrome toracica aguda (STA), priapismo, acidente vascular cerebral (AVC), ulceras
de perna e osteonecrose.

No entanto alguns pacientes apresentam um quadro com pouca ocorréncia
clinica e outros necessitam de constantes internamentos ou apresentam
complicacbes que podem comprometer consideravelmente a qualidade de vida.
Essa variabilidade esta, em parte, associada a fatores ambientais e a condicao
socioecondmica, mas somado a isso, varios indicadores moleculares foram descritos
como possiveis moduladores da anemia falciforme. Dentre eles, a coexisténcia com
a alfa talassemia, os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina B e a
concentracdo da hemoglobina fetal (HbF) sdo considerados os principais
determinantes na variabilidade da AF.

A coexisténcia da alfa talassemia com a AF reduz a polimerizacdo de Hb S e
a intensidade da hemolise, deste modo este marcador parece ser um fator atenuante
para complicacdes clinicas com perfil mais hemolitico, tais como, ulcera de perna,
priapismo e AVC. Por outro lado, a elevagao da taxa de hemoglobina (Hb) pode
aumentar o risco de eventos clinicos relacionados com o aumento da viscosidade
sanguinea, como crise vaso-oclusiva, sindrome toracica aguda e osteonecrose. No
entanto, pesquisas mostram resultados contraditérios sobre o beneficio da alfa
talassemia na AF e, especialmente, em quais manifestagdes clinicas este marcador

tem real influéncia.
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Assim como ocorre na alfa talassemia, a HbF pode impactar no fendtipo da
AF, neste caso pela nao incorporacdo desta Hb ao polimero de HbS, provocando
inibicdo da polimerizagdo. Niveis elevados de HbF foram associados a uma
diminuicdo na gravidade clinica da AF com menor desenvolvimento de crises vaso-
oclusivas, menos transfusdes e hospitalizagdes.

A regulagcédo genética da HbF foi primeiramente associada aos hapldtipos da
globina B. Esses haplétipos foram descritos e classificados de acordo com os grupos
étnicos e regido geografica onde sao comumente encontrados: Bantu ou CAR
(Republica Centro-Africano), Benin, Senegal, Camardes e Arabe-Indiano. O efeito
dos haplétipos na AF é mediado pelos niveis de HbF. Alguns haplétipos apresentam
niveis mais elevados (Senegal e Arabe-Indiano) e foram relacionados a um melhor
prognéstico, enquanto outros (Benin e Bantu) apresentam menores niveis de Hb F e
quadro clinico intermediario e grave. No entanto, o papel desse marcador nas
multiplas expressdes fenotipicas da AF ainda é controverso. Estudos mostram que
existe heterogeneidade clinica entre individuos de mesmo haplétipo, além disso,
outros determinantes genéticos foram associados a Hb F. Assim, o uso preditivo dos
haplotipos pode se tornar limitado.

Ainda existem controvérsias quanto a real importancia da alfa talassemia e
dos haplétipos p° como marcadores moleculares para a avaliacdo do prognéstico da
anemia falciforme e se esses marcadores podem efetivamente serem utilizados para

um tratamento de forma personalizada.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ANEMIA FALCIFORME: DEFINICAO E PREVALENCIA

A anemia falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia autossdmica recessiva
decorrente da substituicdo de uma adenina por uma timina (GAG—GTG) no sexto
cédon do gene que codifica a cadeia globinica 8 (HBB), localizado no cromossomo
11p15.5. Esta mutagcdo pontual leva a uma substituicho do aminoacido acido
glutdmico pela valina na molécula de hemoglobina A (HbA), gerando uma
hemoglobina anormal, a hemoglobina S (HbS) (Frenette & Atweh, 2007; Steinberg &
Sebastiani, 2012).

Quando ha homozigose para o gene da HbS, a doenga é classificada como
anemia falciforme. Esta condigao é considerada a mais grave e foi o primeiro modelo
molecular de doenga descrito. A associagdo em heterozigose da HbS com outra
hemoglobina variante ou com a beta talassemia, € denominada de doenca
falciforme, a qual é de gravidade variavel. Quando ocorre a heranga heterozigota
com a HbA, a condicdo é classificada em trago falciforme e ndo necessita de
acompanhamento clinico (Naoum, 2000; Nagel & Steinberg, 2001; Sonati & Costa,
2008).

Os primeiros estudos a respeito da prevaléncia da HbS nas populagdes
revelaram que essa alteracdo hematoldgica ocorria preferencialmente em negroides.
Essas observacbes pioneiras, realizadas em populagcbes norte-americanas, foram
confirmadas por estudos posteriores realizados em populagbes negréides de
diversas partes do mundo, sobretudo da Africa. Assim, a prevaléncia da HbS de até
40% foi observada em tribos na Uganda, na Tanzania e em Mogambique. Na Guiné,
na Nigéria, no Congo, em Serra Leoa, em Gana e em Angola, foram encontrados
valores entre 20% e 30% (Forget et al., 2004).

A formagdo da populagdo brasileira sofreu forte influéncia dos escravos
africanos com a migracao forgada pelos portugueses, sobretudo a partir do século
XVIII. Esse contingente populacional negro trouxe para o Brasil o gene da Hb S
(Marinho & Pereira, 1983). Entre os anos de 1701 e 1816 o Brasil recebeu cerca de
2,4 milhdes de escravos, dos quais 70% vieram da Angola, do Congo e de
Mogambique e os 30% restantes da regido do Benin e do Senegal; sendo que estes

ultimos foram destinados quase que exclusivamente ao Estado da Bahia. No periodo
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de 1817 a 1843, cerca de 90% dos 500.000 escravos aqui aportados vieram da
Angola, Congo e Mogambique (Zago & Costa, 1985).

Devido ao processo histdrico de colonizagao do Brasil, ha uma distribuicao
heterogénea do gene B° no pais, dependendo da composicido negréide ou
caucasoide da populagdo. Em caucasoides, a frequéncia média do alelo BS € de
0,4%, enquanto que nas populagdes com maior componente negroide a frequéncia
média é de 5,8% (Salzano & Tondo, 1982).

Segundo dados do Ministério da Saude no Brasil, a prevaléncia estimada da
AF é de 25.000 a 30.000 casos, com incidéncia de 3.500 novos casos por ano,
ocorrendo predominantemente, entre afrodescendentes (Soares et al., 2014).
Estima-se que 2-6% da populagéo brasileira, seja portadora do alelo BS e que, a
cada ano, nascem 700-1000 criangas portadoras da AF (Lyra et al., 2005; Cangado
& Jesus, 2007).

O Estado de Pernambuco possui uma frequéncia relativamente alta quando
comparado com outras regides brasileiras, 1 em cada 23 (1:23) nascidos vivos
possuem o traco falciforme e 1 em cada 1.400 possuem a doencga falciforme.
Fazendo uma comparagdao, em Sao Paulo a frequéncia de nascidos vivos com
doenca falciforme é de 1 para 4.000, e no Rio Grande do Sul essa frequéncia é de 1
para 10.000 (Figura 1) (Cangado & Jesus, 2007).

Figura 1 - Distribuicdo Geografica do Trago e da Anemia Falciforme no Brasil.

Gene da Hb S no Brasil

Pernambuco
AS 4% (1:23)
DF 1:1.400

Bahia

AS 5,3% (1:17)
Sao Paulo DF 1:650
AS 2,6% (1:35)

DF 1:4.000 Minas Gerais

AS 3% (1:23)
DF 1:1.400
Rio de Janeiro

AS 4% (1:21)

DF 1:1.200

Rio Grande do Sul

AS 2% (1:65)

DF 1:10.000
AS=Traco Falciforme

DF= Doenca Falciforme

Fonte: Cangado e Jesus, 2007.
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2.2 FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

Em baixas concentragbes de oxigénio, as moléculas de HbS estabelecem
ligagcdes intermoleculares hidrofobicas, que irdo promover a formagado de longos
polimeros de filamentos duplos, estes se organizam paralelamente em feixes de
polimeros. Além da concentracdo de oxigénio, a polimerizagao é dependente de
outras variaveis, como pH, concentracdo de HbS, temperatura, pressao, forca ibnica
e presenca de hemoglobinas normais, incluindo a HbF (Ballas & Mohandas 2004).
Esta polimerizagdo da Hb S altera o citoesqueleto da heméacia, transformando-a em
uma forma alongada, conhecida por “hemacia em foice”, “drepandcito” ou “hemacia
falcizada” (Antonarakis et al., 1984; Serjeant, 1997; Stuart & Nagel, 2004).

A cinética da polimerizagdo possui relacdo exponencial com os niveis de Hb
S, assim condi¢des de alta concentragao intraeritrocitaria de HbS levam a um maior
processo de falcizagao. Isso justifica a condi¢ao clinica mais grave da AF dentre as
doencas falciformes (Nagel & Steinberg, 2001).

Em condicbes normais, as hemacias possuem uma capacidade de
deformabilidade que Ihes permite circular através de vasos estreitos, carregando o
O, para todos os tecidos do corpo. Entretanto, a hemacia falcizada sofre uma perda
dessa deformabilidade, podendo provocar obstrugao vascular e isquemia (Ballas &
Mohandas, 2004). Além disso, as hemacias alteradas sofrem hemdlise extravascular
pelo reconhecimento do sistema reticulo endotelial e hemdlise intravascular devido a
acentuada rigidez com fragilidade membranar (Kato et al., 2009).

Os altos niveis de hemoglobina plasmatica livre, em decorréncia da hemolise
intravascular, consomem e diminuem a produg¢ao de éxido nitrico (ON). O ON é um
gas produzido pelo endotélio, que tem como fungdo principal ser um potente
regulador do ténus vascular. A deplecdo do ON provoca uma vasoconstricdo, que
retarda o fluxo sanguineo e favorece a obstrucao vascular (Reiter et al., 2002; Mack
& Kato, 2006; Kato, Gladwin & Steinberg, 2007). Somado a isso, 0 excesso de grupo
heme livre no plasma provoca dano oxidativo e inflamacdo com ativacdo de
neutroéfilos e células endoteliais que expressam moléculas de adesao e fator de von
Willebrand, culminando em um quadro de hipercoagulabilidade com aumento de
adeséo celular ao endotélio (Steinberg, 1999; Stuart & Nagel, 2004; Dutra & Bozza,
2014). Na figura 2 pode-se observar a fisiopatologia do processo vaso-oclusivo que

ocorre na anemia falciforme.
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Figura 2 - O processo de vaso-oclusdo induzido pela forma alterada e rigida do eritrocito devido a
polimerizagdo da HbS.

= Hemdlise Ativagio Vaso-oclusio Hipéxia e leso
a EI @ Iﬂtrw&ﬂtu!ﬂr @ Endotélio @ @ endatelial

\‘:l\r Neutrafilo

Legenda: (1) Eritrocitos falcizados também levam a hemodlise intravascular. A hemdlise aumenta a
concentragdo de Hb que libera grupo heme ao plasma. (2) O heme ativa neutrdfilos e células
endoteliais que induzem a expressdo de moléculas de ades&o. (3) A Hb livre consome o&xido
nitrico provocando vasoconstricdo e células endoteliais ativam a coagulagédo por via FVW levando
a adeséo de plaquetas ao endotélio com participagéo de eritrécitos e neutrdéfilos. (4) Dependendo
da extensdo do vaso-ocluséo, os tecidos podem apresentar hipdxia e necrose.

Fonte: Modificado de Dutra & Bozza (2014).

Vaso-oclusdes recorrentes, processos de isquemia-reperfusdo e
consequente ativagdo do endotélio vascular e injuria, induzem a uma continua
resposta inflamatoéria na anemia falciforme, que se propaga com niveis elevados de
citocinas inflamatérias, diminuicdo da biodisponibilidade do éxido nitrico e estresse
oxidativo. Assim, ao nivel molecular e celular, o processo vaso-oclusivo, hemolitico e
inflamatoério estdo correlacionados e sao o0s responsaveis pelas diversas
manifestagdes clinicas apresentadas nos individuos portadores de AF (Zago & Pinto,
2007; Conran et al., 2009).

2.3 COMPLICAGOES CLINICAS

Apesar de ser uma doenga fundamentalmente do sangue, a anemia falciforme
afeta o corpo inteiro (Quadro 1) e as manifestagdes clinicas comegam muito cedo na
infancia (Quinn, 2013).



Quadro 1 - Complicagdes clinicas da doenga falciforme.

Cardiaco

Pulmonar

Hepatobiliar

Esplénico

Renal

Musculoesquelético

Neurolégico

Oftalmologico

Endocrinolégico

Todos os sistemas e drgaos
Atraso no crescimento e desenvolvimento

Aumento do débito cardiaco
Cardiomegalia

Cardiomiopatia

Hipertrofia ventricular esquerda
Infarto agudo do miocardio
Arritmia

Insuficiéncia cardiaca congestiva

Infecgéo

Embolia gordurosa ou de medula
Ossea

Edema pulmonar

Doenca falciforme pulmonar
Hipertenséo pulmonar

Hepatomegalia
Sequestro hepatico
Coletasse intra-hepatica
Colelitiase

Sobrecarga de ferro
Hepatites virais

Sequestro esplénico
Esplenomegalia, hipoesplenia, asplenia
Infarto esplénico

Faléncia renal aguda e crbnica
Pielonefrite
Carcinoma renal medular

Infarto

Necrose

Mudancas degenerativas
Osteomielite

Artrite séptica
Osteonecrose
Osteopenia/Osteoporose

Aneurisma

AVC isquémico

Ataque isquémico transitério
AVC hemorragico

Infarto silencioso

Isquemia da retina periférica
Retinopatia proliferativa

Hemorragia vitrea

Descolamento da retina

Alteragdes nao proliferativas da retina

Hipogonadismo primario
Hipopituitarismo
Insuficiéncia hipotalamica

Fonte: modificado de Malowany & Butany (2012).
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Os sintomas da doenca falciforme tém inicio quando a sintese de cadeias da
v-globina é substituida pela sintese de cadeias B, aumentando progressivamente a
concentracao relativa de Hb S. Niveis patolégicos de Hb S podem ser alcangados
apos a oitava semana de vida em alguns individuos, nas quais complicagcbes
potencialmente fatais podem acontecer a partir dessa idade (Malowany & Butany,
2012; Serjeant, 2013).

A doenca em si € de natureza crénica, mas muitas de suas complica¢des sao
agudas, como as crises vaso-oclusivas, a sindrome toracica aguda e o priapismo.
Estas complicagdes variam consideravelmente em frequéncia e gravidade entre os
pacientes, entre populagcbes, com a idade e o sexo (Driss et al., 2009; Ballas et al.,
2012).

As diferentes manifestagdes clinicas da AF podem ser categorizadas em trés
grandes grupos de acordo com o sistema ou 6rgao acometido: 1) Anemia hemolitica
e sequelas, que compreende principalmente sequestro esplénico, crise aplasica e
reacao hemolitica pos-transfusao; 2) Sindromes de dor e eventos relacionados e 3)
Complicagbdes que afetam o6rgdos maiores e suas sequelas, como acidente vascular
cerebral (AVC), retinopatia, hipertensao arterial sistémica, sindrome toracica aguda,
colelitiase, priapismo, sequestro esplénico, osteonecrose, Ulcera de perna, dactilite,
retardo no crescimento, dentre outros (Ballas et al., 2010).

Algumas complicagdes clinicas principalmente as descritas nos grupos 1 e 2,
habitualmente comprometem de modo mais grave os pacientes com AF, e
apresentam elevada taxa de mortalidade. Enquanto que eventos crénicos em geral
levam ao comprometimento da qualidade de vida dos pacientes podendo ocorrer
mais precocemente em alguns individuos ou mais tardiamente (Steinberg, 2008;
Habara & Steinberg, 2016).

A AF também pode ser caracterizada clinicamente segundo o modelo de
subfendtipos que classifica a doenga em dois grupos, um vaso-oclusivo e outro
hemolitico. As complicagdes mais relacionadas a falcizagdo do eritrocito e ao
aumento dos niveis de hemoglobina sao as crises vaso-oclusivas, sindrome toracica
aguda e osteonecrose, e podem ser incluidas no subfenétipo vaso-oclusivo.
Enquanto o fendétipo hemolitico envolve complicacbes relacionadas a disfuncao
endotelial com vasculopatia proliferativa e inclui acidente vascular cerebral, Ulcera da

perna, priapismo, hipertensao pulmonar e, possivelmente, estad associado aos baixos
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niveis de hemoglobina e niveis elevados de marcadores hemoliticos como contagem
de reticuldcitos e lactato desidrogenase (LDH) (Ballas, 1991; Alexander et al., 2004,
Kato, Gladwin & Steinberg, 2007).

2.3.1 Crise Vaso-oclusiva

Os episodios de crises de dor ou crises vaso-oclusivas (CVO) sédo bastante
caracteristicos da anemia falciforme, provocam dor isquémica, de intensidade
variavel, geralmente intensa, com recorréncia imprevisivel, que podem iniciar aos 6
meses de idade e durar por toda a vida (Ballas, 1991; Ballas et al., 2012).
Geralmente se instala de modo agudo, com duragdo de poucos dias, mas pode
persistir por semanas. Frequentemente, os episddios dolorosos sdo mistos, além
disso, complicagdes crénicas podem estar associadas. As caracteristicas da dor
aguda sao de inicio subito, sem explicagdo, com intensidade e duragéo variavel,
carater persistente ou recorrente e migracao pelo corpo (Alexander et al., 2004;
Forget et al., 2004).

As CVOs sao consideradas as causas mais comuns de hospitalizacdo na AF
e sua incidéncia varia de acordo com a idade, o gendtipo e os parametros
hematolégicos laboratoriais (Kato, Gladwin & Steinberg, 2007; Galarneau et al.,
2013). A maior frequéncia ocorre entre 15 e 25 anos de idade e pode diminuir a
partir dos 30 anos. Alguns fatores sdo considerados como desencadeantes da crise,
dentre eles se destacam: gravidez, hematdcrito elevado, infecgcéo, febre, acidose,
grandes altitudes, desidratacao e exposigao ao frio (Braga et al., 2016).

A crise vaso-oclusiva é uma situacao de risco, o tratamento consiste em
hidratacdo e analgesia efetiva da dor. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, a identificacdo dos fatores predisponentes, assim como a pesquisa e o
tratamento das infeccdes associadas, sdo procedimentos obrigatérios. E uma
complicagéo vascular de caracteristica aguda e de dificil comprovagao diagnéstica,

por ter basicamente a dor como informagéo clinica (Brasil, 2002).
2.3.2 Sindrome Toracica Aguda

A segunda maior causa de hospitalizagcdes dos pacientes com AF é a

sindrome toracica aguda (STA), que se caracteriza por um infiltrado pulmonar com
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dor toracica aguda e intensa febre, tosse e dispnéia moderada a grave podendo
ocorrer hipoxemia (Buchanan et al., 2004; Galarneau et al., 2013).

E uma sindrome associada a infeccdes pulmonares, com dificil diagndstico
devido a dificuldade em distingui-la de outras condi¢bes que ocorrem na AF,
incluindo alteracbes inflamatodrias decorrentes de embolia gordurosa pulmonar ou
infarto pulmonar por tromboembolismo. Pode manifestar-se agudamente, apos dias
de CVO intensa, ou como complicacdo de cirurgia e anestesia geral. Pode evoluir
rapidamente para faléncia respiratéria e morte (Vichinsky et al., 1997; Ballas et al.,
2010).

A STA acomete 15 a 43% dos pacientes e pode estar relacionada ao
desenvolvimento de hipertensdo pulmonar. Além disso, € uma das principais causas
de mortalidade na AF (Platt et al., 1994; Bakanay et al., 2005). Um estudo
cooperativo nos Estados Unidos, demostrou uma frequéncia de 25% de STA nas

causas de 6bitos em pacientes com AF (Vichinsky et al., 1997).
2.3.3 Osteonecrose

A osteonecrose € uma complicagdo crénica e progressiva da AF.
Caracterizada por um infarto das superficies dsseas articulares com consequente
degeneracéao e destruicdo da cartilagem articular. O dano tecidual e dor resultante,
provavelmente refletem o aumento da pressao intramedular associada ao processo
inflamatorio caracteristico da AF (Akinyoola et al., 2009).

Esta complicagdo possui implicagdes particulares devido ao local critico da
lesdo, afeta as epifises dos ossos longos, principalmente do fémur e do umero e
também pode afetar os corpos vertebrais. O limitado suprimento de sangue terminal
na regiao e a baixa capacidade de formagao de uma circulagdo secundaria tornam
as epifises especialmente vulneraveis a vaso-oclusdo e posteriormente ao dano
osseo (Almeida & Roberts, 2005; Akinyoola et al., 2009).

A maior parte das osteonecroses ocorre na epifise femoral e pode ser
assintomatica ou causar dor no quadril. Pode haver rupturas de superficie articular,
que decorrem do suporte continuo de peso sobre a cabeca femoral amolecida.
Comumente, esta complicagao apresenta um diagnostico tardio, quando existem
sequelas na locomogao. Nos estagios mais avangados ha reabsorgdo da cabega

femoral, sinais de osteoartrose e destruicdo 6ssea com fibrose e anquilose (Milner et
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al., 1991). A osteonecrose da cabeca de fémur € uma complicagdo comum e
progressiva na anemia falciforme, causa dor crénica intensa e piora na qualidade de
vida (Almeida & Roberts, 2005).

O tratamento consiste em analgesia paliativa ou cirurgia de protese, a
artroplastia, esta apresenta altos indices de morbimortalidade e pode requerer nova
cirurgia apos 5 ou 10 anos (Al-Mousawi et al., 2002). O diagnéstico deve ser
realizado preferencialmente por ressonéncia magnética, que detecta lesbes no
estagio inicial, e pode proporcionar medidas auxiliares para retardar a progresséo da
condicdo, como perda de peso, hidratacdo adequada e abstencdo de algumas
atividades fisicas (Almeida & Roberts, 2005).

Os principais fatores descritos como risco para o desenvolvimento da
osteonecrose sdo: ldade, recorréncia de crises vaso-oclusivas, coexisténcia com o
traco alfa talassémico, hematdcrito alto, hemoglobina total aumentada e baixo
volume corpuscular médio (VCM) (Milner et al., 1991; Hernigou, Bachir & Galacteros,
1993).

2.3.4 Acidente Vascular Cerebral

O AVC pode ser definido como uma sindrome neurolégica aguda, secundaria
a oclusdo de uma artéria ou hemorragia, resultando em isquemia focal
acompanhada de sinais neurolégicos (Driss et al., 2009; Belisario et al., 2015). A
incidéncia do AVC em criangas com AF é cerca de 280 vezes maior do que na
populacao pediatrica em geral. Na AF, o AVC é predominantemente isquémico e
ocorre em aproximadamente 11% dos pacientes até os 20 anos de vida (Driss et al.,
2009; Filho & Carvalho, 2009; Menaa, 2013). Apresenta-se como uma manifestagao
clinica grave, com uma frequéncia de 20% de mortalidade entre adultos e criangas.
Embora a recuperacdo possa ser completa, o AVC pode causar sequelas aos
acometidos, com dano cerebral permanente (Sebastiani et al., 2005; Hoppe et al.,
2007).

O AVC isquémico ocorre mais predominantemente em criangas, normalmente
por hiperplasia vascular com trombose de grandes artérias cerebrais, provavelmente
originada de sitios de leséo recorrente das células endoteliais (Pavlakis & Levinson,

2009). O AVC hemorragico, por sua vez, € mais comum em adultos, geralmente é
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causado pela ruptura de aneurismas devido ao dano vascular acumulado durante os
anos (Ohene-Frempong et al., 1998).

Um estudo multicéntrico randomizado de fase Il STOP (estudo de prevengao
para o AVC na anemia Falciforme), realizado na década de 1990, descreveu a
ferramenta doppler transcraniano (DTC) como teste de triagem na prevencao do
AVC (Adams et al., 1998). Atualmente, este € o uUnico mecanismo utilizado na
prevencdo primaria do AVC na AF. E uma triagem periédica ndo invasiva da
velocidade do fluxo sanguineo nas principais artérias intracranianas. O uso do DTC
levou a uma reducéo significativa na incidéncia de AVC em criangas, por promover o
diagnostico e intervengéo precoce nos pacientes em maior risco ou com alteragéo no
fluxo vascular (Adams et al., 2003; Ballas et al., 2012).

Criangas falciformes com DTC alterado (Velocidade de fluxo = 200 cm/s)
apresentam 44 vezes mais chances de desenvolver um AVC do que pacientes com
AF e DTC normal (Velocidade de fluxo < 170 cm/s). Entretanto, o valor de 200 cm/s
nao é absoluto, visto que pacientes que apresentam DTC em faixa condicional
(velocidade de fluxo 170-199 cm/s) também apresentam um elevado risco de
desenvolver o AVC. Além disso, o AVC ainda ocorre em até 19% dos individuos com
DTC normal. Assim, mecanismos adicionais que possam prever o AVC seriam de
grande utilidade no prognéstico da AF (Adams et al., 1998; Sebastiani et al., 2005;
Sheehan et al., 2013).

2.3.5 Priapismo

As manifestacdes geniturinarias mais comuns na AF sdo hematuria, infec¢ao
do trato urinario e priapismo. O priapismo ¢é definido pela erecdo peniana prolongada
e dolorosa ndo acompanhada de estimulo sexual, usualmente persistente por mais
de quatro horas, ocorre obstru¢do da drenagem venosa do pénis (Bruno et al.,
2001). Sao definidas duas formas clinicas: o priapismo agudo, caracterizado por
duragcdo prolongada (mais de 3 h), pode levar a impoténcia; e o priapismo
intermitente crénico, caracterizado por crises repetidas, mas de curta duracao
(menos de 3 h), este pode evoluir para priapismo agudo. O priapismo agudo com
mais de 24h de duracao pode acarretar em disfuncao erétil permanente (Yuan et al.,
2008).
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O priapismo é uma complicagcdo que ocorre mais frequentemente em criancas
e adolescentes ou adultos jovens, e cerca de 30 a 45% dos pacientes homens com
doencga falciforme podem apresentar essa manifestacao clinica (Steinberg, 2008).
Na AF, 95% dos eventos de priapismo sao do tipo isquémico ou de baixo fluxo e
esta associado a inflamagao, na auséncia de tratamento adequado, pode levar a
necrose tecidual e impoténcia (Vicari & Figueiredo, 2007).

Embora exista participacdo de evento vaso-oclusivo, o priapismo esta
associado ao nivel reduzido de hemoglobina e de marcadores hemoliticos como
contagem de reticulécitos, bilirrubina, LDH e aspartato aminotransferase (AST),
assim €& uma complicagao clinica fortemente associada a hemdlise. Além disso, a
diminuicdo na biodisponibilidade de ON promove uma redug¢ao da fosfodiesterase-5
que tém seu papel ligado a inativagdo do cGMP, um importante agente causal de

erecao peniana persistente (Nolan et al., 2005b; Kato,Gladwin & Steinberg, 2007).

2.3.6 Ulcera de Perna

A Ulcera de perna, ulcera maleolar ou ulcera de membros inferiores € uma
das manifestagdes cutaneas da anemia falciforme mais comum. Ocorrem em areas
com menos gordura subcutanea, pele fina, e com diminuicdo do fluxo sanguineo. Os
locais mais comuns sdo o maléolo medial e lateral (tornozelos), muitas vezes
tornando-se circunferencial se nao for controlada cedo. Locais menos comuns de
acometimento sdo a regido anterior da tibia, dorso do pé e tenddo de Aquiles
(Serjeant, 1997; Minniti et al., 2010; Minniti et al., 2014).

Ocorrem em 8% a 10% dos pacientes homozigotos para a HbS na América
do Norte, atingindo percentual maior que 50% em pacientes que residem em areas
tropicais. A causa exata do surgimento do processo ulcerativo ainda néo esta clara,
mas ha um consenso de que seu surgimento é multifatorial (Serjeant et al., 2005;
Paladino, 2007).

A cicatrizagdo da ulcera é lenta, evoluindo por meses ou anos, assim a
qualidade de vida dos pacientes que desenvolvem essas lesbes é bastante
comprometida (Serjeant et al., 2005). As ulceras podem ocorrer devido a traumas
com infecgdo ou espontaneamente, surgem como uma area dolorosa na pele ainda
normal, seguida de edema e vermelhiddo, evoluindo rapidamente para a leséo
(Steinberg, 2008; Minniti et al., 2010).
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As Ulceras espontaneas surgem em areas da derme que sofrem sucessivos
quadros de hipdxia tecidual e danos ao endotélio. Crises hemoliticas provocam
diminuicdo da biodisponibilidade de éxido nitrico, com vaso-oclusdes recorrentes
que resultam em infarto tecidual e necrose, além das infec¢des bacterianas. Com o
avanco do processo inflamatério, ha degradacdo da derme e a ulcera se instala.
Sem o tratamento devido, a capacidade de cicatrizacao da pele é afetada, e a leséo
torna-se cronica (Ladizinski et al., 2012).

A recorréncia das ulceras ocorre com frequéncia e o processo de cicatrizagao
€ lento, além disso, ainda ndo ha tratamentos definitivos para esta complicagao
(Minniti et al., 2010). Os motivos pelos quais as ulceras de perna surgem
espontaneamente em alguns pacientes e porque se tornam crbnicas na AF é
objetivo de estudo por varios pesquisadores (Nolan et al. 2006; Halabi-Tawil et al.
2008; Fertrin & Costa 2010; Minniti et al. 2014; da Silva et al. 2014b).

2.4 MODULADORES GENETICOS DA ANEMIA FALCIFORME

Fenotipicamente, a AF apresenta-se de forma heterogénea, de modo que,
diferentes pacientes podem evoluir com perfis clinicos significativamente distintos.
Essa variabilidade esta, em parte, associada a fatores ambientais e
socioecondmicos, mas somado a isso, varios indicadores moleculares foram
descritos como possiveis moduladores no desenvolvimento de complicagdes na
anemia falciforme (Driss et al. 2009; Fertrin & Costa 2010; Flanagan et al. 2011).

Polimorfismos genéticos estdo sendo investigados em genes candidatos
funcionais de diferentes classes que atuam na regulagdo vascular, inflamacgao,
adeséo celular, hemostasia, proliferagao de células endoteliais, estresse oxidativo e
em outras fung¢des relacionadas com a fisiopatologia da AF (Sebastiani et al., 2005;
Flanagan et al., 2011; Coelho et al., 2014). Os dois maiores modificadores genéticos
classicos estabelecidos na literatura sdo os haplotipos B° e a coexisténcia de alfa
talassemia. Ambos os fatores diminuem a polimerizagao da HbS , evento molecular
fundamental na fisiopatologia da doencga (Steinberg, 2005; Rees,Williams,& Gladwin,
2010; Higgs, 2013).

No entanto, ainda existem resultados contraditérios sobre o beneficio da alfa
talassemia na AF e, especialmente, em quais manifestagdes clinicas este marcador
tem real influéncia (Platt et al. 1991; Castro et al. 1994; Gill et al. 1995; Davies et al.
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2000; Nolan et al. 2005; Vasavda et al. 2007; Fertrin & Costa 2010; Darbari et al.
2012; Alkindi et al. 2015). Estudos mostram que podem existir variagdes nos niveis
de HbF e grande heterogeneidade clinica entre individuos de mesmo haplétipo, além
disso, outros determinantes genéticos foram associados a expressdo do gene da y
globina (Chang et al., 1995; Bakanay et al., 2005; Thein et al., 2007; Uda et al.,
2008; Steinberg, 2009; Loggetto, 2013; Alsultan et al., 2014; Liu et al., 2016).

2.4.1 Haplétipos do gene da globina g°

Padrdes de sitios polimorficos do DNA ligados ao complexo da B-globina
definem os haplétipos da anemia falciforme (Sutton,Bouhassira,& Nagel, 1989). Kan
e Dozzy, em 1978, publicaram a primeira descricdo da existéncia de dois alelos
distintos no cluster da globina BS detectados pela acdo da endonuclease Hpal, no
sitio de restricdo a 3’ do gene beta, e sugeriram que a mutagéo surgiu em pelo
menos duas vezes distintas.

Subsequentemente, estudos com polimorfismos ligados ao gene da HbS,
desenvolvidos na Jamaica, América do Norte e Africa, identificaram outros sitios
polimorficos e caracterizaram quatro haplotipos BS, esses estudos apoiaram
fortemente a hipotese de que mutagao [38 surgiu de forma independente em quatro
regides na Africa (Pagnier et al., 1984; Antonarakis et al., 1984; Sutton,Bouhassira,&
Nagel, 1989), um quinto padrao polimérfico foi descrito na Asia, especificamente na
india e leste da Arabia Saudita (Kulozik et al., 1987). No entanto, essa teoria
multicéntrica ndo é totalmente aceita, ha estudos que descrevem a origem da
mutagdo B° como unicéntrica, com Unico surgimento na Africa ou apenas duas
origens independentes (Africa e Asia), posteriormente teria se espalhado para outras
regides (Srinivas et al., 1988; Labie et al., 1989; Bitoungui et al., 2015).

Os cinco haplétipos do gene p° foram descritos em diferentes regides e estdo
ligados a grupos populacionais especificos, recebendo a denominagéo de acordo
com os locais de origem: Bantu ou CAR, predominante na Africa Central (Gabao,
Republica Centro-Africana, Congo, Zaire e Angola), Benin no ocidente centro-
africano (Togo, Benin, Burkina Fasso e Nigéria), Camardes, menos frequente, se
restringe ao grupo étnico Eton na costa ocidental Africana e Suddo e Senegal
prevalece no Litoral Atlantico Africano (Senegal, Gambia, Guiné, Guiné-Bissau,
Serra Leoa e Libéria). O haplétipo Arabe-Indiano ou india-Arébia Saudita (SAUDI)
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tem origem na india e peninsula Arabica (Pagnier et al., 1984; Antonarakis et al.,
1984; Lapouniéroulie et al., 1992; Bitoungui et al., 2015). A figura 3 ilustra os
diferentes haplotipos descritos na literatura e seus sitios polimorficos.

Os padrées polimérficos que nao correspondem a nenhum dos cinco
haplétipos séo classificados em haplétipos Atipicos (ATP). Os haplétipos ATP
podem ocorrer por mecanismos genéticos que levem a mutagdes pontuais nos sitios
polimorficos de restricdo e, por isso, ndo se enquadram nos cinco padrées bem
estabelecidos (Srinivas et al., 1988; Zago et al., 2000).

Os haplétipos BS parecem estar associados ao progndstico da AF. Os alelos
em cis, herdadas juntamente com o gene B°, podem influenciar na expressdo do
gene HBGZ2, consequentemente, nos niveis de HbF (Nagel et al., 1985; Steinberg et
al., 1995). O polimorfismo presente na regido -158 (C>T) do gene HBG2, sitio de
restricdo para a enzima Xmnl (rs7482144), estd relacionado com uma maior
producdo de cadeias globinicas y, levando ao aumento da HbF (Powars, 1991;
Steinberg, 2009).

Figura 3 - Cluster B mostrando os sitios polimoérficos estudados na
determinacao dos haplotipos BS.
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Fonte: Sutton et al. (1989).

Niveis elevados de HbF retardam o processo de falcizacdo, atuando de
forma benéfica para a AF. Além de reduzir a concentracdo de HbS, a HbF néao
participa da fase de polimero de HbS e atua como um inibidor da polimerizagcao
(Pauling et al., 1949; Akinsheye et al., 2011). Niveis elevados de HbF foram

associados a uma diminuicdo da gravidade clinica da AF, com menos eventos
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dolorosos, além de menor uso de terapia de sangue e hospitalizacées (Nagel &
Steinberg, 2001).

Os haplétipos Senegal e Arabe-Indiano possuem o polimorfismo HBG2-Xmnl
e apresentam niveis elevados de HbF (>15%), ha evidéncias de que estes
haplétipos estejam relacionados ao curso clinico menos grave da doenca (Nagel &
Steinberg, 2001; Adekile, 2005). Enquanto que os haplétipos Bantu, Benin e
Camardes nao apresentam o polimorfismo HBG2-Xmnl e cursam com niveis baixos
de HbF. Os pacientes que possuem o haplétipo Bantu tendem a apresentar um
curso clinico mais grave, iniciando crises vaso-oclusivas mais precocemente. Por
estar relacionado com menores niveis de HbF, este hapldtipo € considerado o de
pior prognostico para a AF. Os haplotipos Benin e Camardes, aparentemente,
apresentam fenotipos intermediarios (Powars & Hiti, 1993; Quinn & Miller, 2004;
Steinberg, 2009).

Figura 4 - Padrbes de distribuicdo dos haplétipos BS na Africa e sua heranca no Brasil.

Alipicos
Bantu

Benin
Camarndes
Senegal

Fonte: Lindenau (2009).

A HbS foi introduzida no Brasil durante o trafico de escravos Africano, que
ocorreu com maior intensidade entre os séculos 16 e 19. A trajetoria dos negros
africanos para o Brasil foi heterogénea, uma vez que o trafico de escravos se

desenvolveu ao longo de 300 anos, levando escravos de quase toda a costa
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ocidental da Africa. Nesse periodo entraram pelos portos da Bahia e Rio de Janeiro,
pelo menos 3,6 milhdes de negros africanos (Naoum, 2000; Filho et al., 2010).
Grande parte dos escravos aportados aqui veio da Angola, Congo e Mogambique,
onde o haplétipo Bantu predomina, e cerca de 30% dos escravos vieram da regido
Benin e Senegal, estes ultimos foram destinados quase exclusivamente a Bahia
(Figura 4) (Zago, Figueiredo & Ogo, 1992; Salas et al., 2004).

Estudos em diversas regides do Brasil demonstram uma predominancia do
haplétipo Bantu no pais, com frequéncias que variam entre 41% a 81% (Zago et al.,
1992; Figueiredo et al., 1996; Bezerra et al., 2007; Silva & Gongalves 2009; Belisario
et al. 2010a; Cardoso & Guerreiro, 2010; Filho et al., 2010; Cabral et al., 2011;
Camilo-Araujo et al., 2014; da Silva et al., 2014a; Shimauti et al., 2015; Leal et al.,
2016). O haplotipo Benin foi descrito em todas as regides, com alta prevaléncia na
Bahia (Gongalves et al., 2003; Adorno et al., 2004; 2008). As frequéncias do
haplétipo BS observadas no Brasil, estdo descritas no Quadro 2.

O efeito do haplétipo BS na AF é mediado pela HbF e é consenso na literatura
o beneficio clinico que esta hemoglobina confere a doenga. Entretanto, além do
polimorfismo HBG2-Xmn1 outros loci também influenciam nas caracteristicas
genéticas quantitativas da HbF: HBS1L-MYB regidao intergénica no cromossomo
6923 e BCL11A no cromossomo 2p16. Juntos, esses polimorfismos sao
responsaveis por 20% a 50% da variagdo nos niveis de HbF em pacientes com AF,
beta talassemia e em adultos saudaveis (Thein et al., 2007; Uda et al., 2008; Lettre
et al., 2008; Liu et al., 2016). Tornando assim, o uso dos haplétipos no prognéstico
da AF, de certa forma limitado.

Além disso, ha heterogeneidade fenotipica entre individuos que apresentam
haplétipos iguais, mesmo em homozigose e é comum em muitas populagbes a
presenca de haplétipos em heterozigose, com expressao diferente da HbF (Chang et
al., 1995; Quinn & Miller, 2004).

Estudos com pacientes adultos e haplétipo Arabe-Indiano, com niveis de HbF
entre 15% a 20%, mostraram frequéncias de crises vaso-oclusivas, sindrome
toracica aguda e osteonecrose semelhantes a populagdes de Norte Americanos com
o haplétipo Benin. Assim, apesar de estar relacionado com niveis mais altos de HbF,
a AF em pacientes com haplétipo SAUDI ndo apresenta caracteristicas benignas

(Alsultan et al., 2014; ltalia et al., 2015). Este é provavelmente um resultado da
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distribuicdo heterogénea que ocorre nos niveis de HbF entre os eritrécitos (Thein et
al., 2009).

Quadro 2 - Resumo dos estudos realizados no Brasil com frequéncias dos
haplétipos [3S Bantu e Benin.

Autor/ano Populagdo N°de Haplétipos
Pacientes
Bantu Benin
Da Silva et al. (2014) RS 75 66,0 27,0
Lindenau (2009) RS 110 67,3 25,0
Shimauti et al. (2015) PR 47 62,0 32,0
Costa et al. (1984) SP 37 61,0 38,0
Zago et al. (1992) SP 37 66,2 23,0
Gongalves et al. (1994) SP 74 62,2 33,8
Figueiredo et al. (1996) SP 85 61,7 34,0
Camilo-Araujo et al. (2014) SP 117 57,2 33,3
Leal et al. (2016) MG 61 64,8 22,1
Belisario et al (2010) MG 208 57,0 41,5
Fleury (2007) RJ 74 54,0 44,6
Filho et al. (2010) RJ 99 65,9 23,7
Costa et al. (1984) BA 36 49,0 51,0
Goncalves et al. (2003) BA 80 48,1 45,6
Adorno et al. (2004) BA 78 46,2 48,8
Adorno et al. (2008) BA 125 41,6 55,2
Bezerra et al. (2007) PE 74 81,1 14,2
Silva et al. (2009) CE 47 66,2 22,0
Pante de Sousa et al. (1998) PA 30 67,0 30,0
Cardoso e Guerreiro (2010) PA 130 60,0 27,0

Fonte: Modificado de Cabral et al. (2011).

2.4.2 Alfa Talassemia

A alfa talassemia constitui um grupo heterogéneo de disturbios genéticos, que
levam a sintese incompleta de uma ou mais cadeias globinicas do tipo alfa. Séao
descritas como as doengas monogénicas mais comuns e mais de 300.000 individuos
nascem por ano do mundo com quadro clinico que necessitam de acompanhamento
(Higgs, 2013). Assim como a AF, a alfa talassemia esta relacionada com uma
protecdo contra a malaria, consequentemente, regides tropicais e subtropicais
apresentam as maiores frequéncias no mundo (Williams & Weatherall, 2012).

Lesbes nos grupamentos de genes codificadores das globinas alfa (a4 € oy)
originam as alfa talassemias. A mutagdo mais comuns e mais prevalente no Brasil é
a remogao de 3.700 bases nitrogenadas do complexo génico (-o2>’), envolvendo a
regiao 3' do gene a; e 5' do gene a4, que resulta em um gene alfa a menos (-a/a)

com formagao de um gene hibrido (a2/a). Esta delegcéo é causada pelo pareamento



31

errbneo e recombinagdo homodloga desigual entre regides homodlogas Z nao

correspondentes (Figura 5) (Dodé et al., 1993).

Figura 5 - Representagéo do pareamento anormal com crossing-over desigual que ocorre entre
os seguimentos homélogos Z do grupamento do gene a e resulta em cromossomos com -0 e
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Fonte: modificado de Higgs (2013).

Como existem dois genes a funcionais e proximos em cada cromossomo,
genotipicamente as alfas talassemias sao complexas. O genétipo do individuo
normal é representado por dois haplétipos (ao/aa), enquanto que o gendtipo para o
individuo alterado pode produzir delegdes em um gene (-a/aa) ou dois genes o (--
laa; -o/-a), caracterizado como portador silencioso e traco alfa talassémico,
respectivamente (Higgs, 2013). Delegdo em trés genes, com presenga de somente
um gene o funcional (--/-a.) causa uma anemia cronica, de intensidade intermediaria,
conhecida como doenga de hemoglobina H, rara no Brasil. J& a dele¢cdo nos quatro
genes a (--/--) € denominada de hidropsia fetal, considerada a forma mais grave das
talassemia, € incompativel com a vida (Lorey et al., 2001; Vichinsky, 2013).

Pacientes heterozigotos para a o’ talassemia (-o/ac) sdo considerados
portadores silenciosos ou traco talassémico, ndo apresentam anormalidades
clinicas, com minima ou nenhuma alteragcdo hematolégica. Os pacientes
homozigotos (-a/-a) apresentam fendtipo semelhante, com anemia discreta e
microcitose (Vichinsky, 2013). Aproximadamente um terco dos pacientes com AF
possuem alfa talassemia (Kan & Dozy, 1978; Steinberg, 2009). A frequéncia do
portador silencioso somada ao trago alfa talassémico em portadores de AF no Brasil
varia entre 13% e 30% e foi descrita em diferentes regides geograficas (Figueiredo
et al., 1996; Adorno et al., 2008; Cardoso & Guerreiro, 2010; Filho et al., 2010;
Belisario et al., 2010b; Camilo-Araujo et al., 2014; Shimauti et al., 2015; Rodrigues et
al., 2016).
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Apesar da alfa talassemia em hetero ou homozigose, ndo apresentar
repercussdo clinica importante e seus portadores serem assintomaticos, sua
coexisténcia com a anemia falciforme pode representar uma modulagédo poderosa na
heterogeneidade clinica da AF.

A diminuicdo da expresséao de globinas o, decorrente da alfa talassemia, leva
a uma reducado da concentragdo de hemoglobinas no paciente. Na AF isso acarreta
em reducdo da HbS, induzindo a uma menor polimerizagao intracorpuscular e menor
hemolise. Assim, esta mutacdo foi descrita com um papel protetor para
complicagcbes clinicas relacionadas a hemdlise que envolve vasculopatia
proliferativa, como o acidente vascular cerebral, a Ulcera de perna e o priapismo
(Nagel & Steinberg, 2001; Steinberg & Adewoye, 2006; Kato et al., 2007).

Figura 6 - Modelo de sobreposi¢do de subfendtipos da doenga falciforme. Pacientes com anemia
falciforme e niveis elevados de hemoglobina apresentam uma maior frequéncia de complicagbes
vaso-oclusiva. Em contraste, um conjunto distinto de complicagdes envolvendo hemolise com
disfuncdo endotelial esta associado a baixos niveis de hemoglobina. O espectro de prevaléncia e

gravidade de cada um destes subfenotipos se sobrepde. A presenca de alfa talassemia tende a
diminuir a incidéncia de eventos hemoliticos e aumentar eventos vaso-oclusivos.

Viscosidade/Vaso Oclusio

Nivel Hemoglobina
Crises Vaso-Oclusiva
Sindrome Toracica aguda
Osteonecrose

DHL
Contagem de Reticulocitos

Hemoglobina
HAP, Priapismo, Ulcera de Perna
AVC

Alfa-Talassemia

Fonte: modificado de Kato et al. (2007).

No entanto, a reducdo da hemdlise leva a um aumento da viscosidade
sanguinea na AF e os eventos clinicos relacionados, como crises vaso-oclusivas,
sindrome toracica aguda e osteonecrose sao minimamente afetados ou apresentam
maior prevaléncia na coexisténcia da alfa-talassemia (Figura 6) (Nagel & Steinberg,
2001; Steinberg & Adewoye, 2006; Kato et al., 2007).
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Alguns estudos demonstraram resultados contraditérios sobre a real influéncia
da alfa talassemia na AF, especialmente em quais manifestagdes clinicas este
marcador atua como efeito protetor ou de risco (Higgs et al., 1982; Nolan et al.,
2005; Parody et al., 2007; Vasavda et al., 2007; Steinberg, 2009; Fertrin & Costa,
2010; Pandey et al., 2011; Ballas et al., 2012; Darbari et al., 2012; Alkindi et al.,
2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos haplétipos B° e da alfa talassemia nas manifestacdes

clinicas da anemia falciforme no Estado de Pernambuco.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com anemia
falciforme acompanhados na Fundagao HEMOPE e avaliar a frequéncia das
principais manifestagdes clinicas;

b) Realizar a caracterizagdo molecular dos haplétipos ligados ao grupo de genes
da globina p° e da alfa talassemia em portadores de anemia falciforme;

c) Correlacionar os dados clinicos e laboratoriais com os haplétipo [33 e a

presenca de alfa talassemia.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO E LOCAL DE DESENVOLVIMENTO

Estudo analitico retrospectivo de corte transversal, realizado no periodo de
marco de 2012 a fevereiro de 2016. O estudo foi desenvolvido na Fundacgéo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) e no Laboratério Central da
Universidade Federal de Pernambuco (LABCEN/UFPE).

4.2 PACIENTES

A amostra inicialmente analisada foi composta por 747 pacientes, de ambos
os sexos, portadores de Anemia Falciforme (HbSS) residentes no Estado de
Pernambuco. Todos os pacientes estudados foram provenientes da Fundacéao
HEMOPE, instituicdo de referéncia no estado de Pernambuco em diagndstico
laboratorial e tratamento das doengas do sangue.

Os pacientes foram selecionados a partir da analise de prontuarios médicos e
os critérios de inclusao utilizados foram: pacientes em acompanhamento regular no
ambulatério do Hospital da Fundagdo HEMOPE e portadores do gendtipo HbSS.
Trinta e trés pacientes foram excluidos do estudo por apresentarem erro no
diagnostico, material biolégico inadequado ou insuficiente ou por ndo concordarem
em participar da pesquisa, dessa forma a amostra final estudada compreendeu 714

pacientes no total.
4.3 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (CEP N°. 035/2010) (Anexo A). Apds a aprovagao, foi
desenvolvido obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na
resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Os pacientes, apos
entrevista, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(Apéndice B), previamente aprovado pelo CEP.
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4.4 DADOS CLINICOS

A coleta de dados clinicos foi realizada a partir da analise de prontuarios
médicos e entrevistas durante as consultas ambulatoriais. Utilizamos os critérios de
frequéncia, importancia clinica e melhor possibilidade de caracterizagdo, para
selecionarmos as manifestacdes clinicas do estudo (Quadro 3). Do total de 714
pacientes, foram selecionados 125 para constituir o grupo controle. Os critérios de
inclusdo para o grupo controle foram: pacientes portadores de AF, maiores de 18
anos de idade, sem registro de hipertensao arterial sistémica ou pulmonar e sem
suspeita clinica ou presenca de dactilite, STA, ulcera de perna, osteonecrose,
priapismo e AVC, com velocidades do Doppler transcraniano normais e sem outras

alteracdes neuroldgicas, como crises convulsivas e sindrome Moya-Moya.

Quadro 3 - Critérios de inclusao e diferentes manifestagdes clinicas apresentadas nos pacientes
portadores de Anemia Falciforme.

Complicagao clinica Critérios de inclusao

1 CVO/ano Média de crises dolorosas ou eventos vaso-oclusivos agudos em um
ano com necessidade de admiss&o hospitalar. Categorizadas em 0-2
CVO/ano; 3-5 CVO/ano e >6 CVO/ano.

2 Colelitiase Presengca de calculos biliares confirmados por ultrassonografia,
durante exames de rotina ou em pacientes sintomaticos.

3 Osteonecrose Pacientes sintomaticos com lesdao 6ssea em ombro ou quadril, com
confirmagédo por registro de ressonancia magnética e/ou exame
radiologico.

4 STA Doenca respiratéria aguda descrita no prontuario médico, com exame
radiologico de térax mostrando presenca de infiltrado pulmonar.

5 Priapismo Registro de menos um episédio de uma erecdo dolorosa do pénis,
com necessidade de assisténcia médica e duragdo maior do que 1
hora.

6 AVC Confirmado por ressonancia magnética / tomografia computadorizada
com lesdo neurolégica isquémica em pacientes sintomaticos.

7 Ulceras da perna Registro em prontuarios de ulceragdo da pele na parte inferior das
pernas, especialmente na superficie medial ou lateral, com falha na
cicatrizagdo no periodo de duas semanas.

Fonte: Alsultan (2014); Nolan et al., (2005, 2006); Ballas et al.,(2012)

No entanto, ndao foi possivel incluir no grupo de controle, pacientes sem
colelitiase, devido a alta prevaléncia desta complicagdo em nossa populagdo. Assim
a manifestagao clinica colelitiase foi comparada a um grupo controle especifico, com
186 pacientes portadores de AF, idade superior a 18 anos e sem suspeita ou

comprovacao de colelitiase. Pelo mesmo motivo, as crises vaso-oclusivas também
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foram analisadas separadamente, nesse caso as analises foram realizadas frente as
médias de CVO/ano, categorizadas em 0-2 CVO/ano; 3-5 CVO/ano e >6 CVO/ano.

4.5 DADOS LABORATORIAIS

Os dados laboratoriais (hematologicos, bioquimicos e quantificacao de
hemoglobinas) foram obtidos dos resultados de exames de rotina, fixados nos
prontuarios médicos. Todas as informagdes foram obtidas quando os pacientes
encontravam-se em estado estavel da doenga (fora de crises algicas e hemoliticas),
sem o uso da medicacao hidroxiuréia e sem transfusdes recentes. A identificagédo
das hemoglobinas foi realizada por eletroforese alcalina (pH 8,0 a 9,0) em acetato de
celulose. A confirmagéo e quantificagdo das hemoglobinas (HbF, HbS e HbA,) foi
realizada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC), utilizando o
equipamento Variant Il System da Bio-Rad Laboratérios, CA, USA, nos pacientes
com idade acima de cinco anos e antes do inicio do tratamento com hidroxiuréia, no
caso dos pacientes que faziam uso do farmaco. O hemograma foi realizado no
Coulter STKS (Coulter Electronics, Hialeah, FL) e a contagem de reticulécitos, por
técnica manual ou automacdo. Os parametros bioquimicos foram determinados
utilizando o equipamento Cobas Mira Plus (Roche Diagnostic Sytems Corporation,
Indianapolis, IN, EUA).

4.6 ANALISE MOLECULAR

4.6.1 Coleta de Sangue

Durante as visitas de rotina ou nas convocagdes foram coletados 8 ml de
sangue periférico, em tubos contendo o anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). As amostras coletadas foram conduzidas ao
laboratério de Hemoglobinopatias na Unidade de Laboratérios Especializados
(UNILABE) do hospital HEMOPE e ao LABCEN/UFPE para analise molecular.

4.6.2 Extragdo do DNA gendémico

A extracao de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos do sangue
periférico pela técnica de fenol-cloroformio modificada, como descrito previamente
de forma detalhada (Davis, Dibner & Battery, 2012).
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4.6.3 Reacao de Amplificagao (PCR)

A amplificagdo do material genético foi realizada pela técnica de Reagao em
Cadeia da Polimerase (PCR). A reacao é catalisada pela Taq polimerase e utiliza
primers que se hibridizam em fitas opostas de regides especificas do genoma e
flanqueiam a sequéncia a ser amplificada. Os ciclos s&o séries repetidas de
desnaturagdo do DNA, anelamento e extensdo dos primers, resultando em um
acumulo exponencial do fragmento. Foram utilizadas técnicas especificas baseadas

na PCR, de acordo com os procedimentos diagnésticos.
4.6.4 Determinagao dos Haplétipos [33

As andlises dos polimorfismos foram realizadas em 706 amostras pela
amplificacdo de cada regido do DNA que contém os sitios de interesse pelo método
da PCR-RFLP.

Quadro 4 - Primers utilizados para amplificagdo de regides do cluster B e

localizagao referente ao cluster B no cromossomo 11 depositados no banco de
dados NCBI (ID: U01317).

Primers Sequéncia do Primer Direcdo Posicdo Regiao
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT D 33862 5y ¢
HA1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC R 34518
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA D 36203 y©
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA R 35422
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA D 40358 y A
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC R 41119
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA D 46426 yp
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT R 47126
H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC D 49476 3vp
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA R 50089
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG D 60906 5B

H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT R 61291

Legenda: D = Direto; R = Reverso.

Para os hapldtipos p° foram analisados 6 sitios polimoérficos (5yG-Xmnl, yG-
Hindlll, yA-Hindlll, yB-Hincll, 3yB-Hincll, 5B-Hinfl), como descrito no quadro 4
(Sutton, Bouhassira & Nagel, 1989). A composi¢cdo das reagdes e condigdes de
amplificacéo variaram dependendo da regido polimoérfica e estdo representadas nos
quadros 5 e 6, respectivamente.
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Quadro 5 - Composicéo das reacdes utilizadas para amplificagédo das regides polimoérficas do
cluster da globina B.

Volumes (ul)
Componentes erg; 1 Hing ] Hing ]| Hinc Il Hinc Il Hinf|
5y Y Y vp 3'yB 5B
Tampao (10x) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
MgCl, (50mM) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,5
dNTP’s (10mM) 1,0 1,5 1,5 1,5 1,5 1,0
Primer 5’ (10 uM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Primer 3’ (10 uM) 1,25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Taq DNA Polimerase (5U/ul) 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
dH,O 37,75 38,0 38,0 38,0 38,0 38,25
Volume Final (ul) 50 50 50 50 50 50

Quadro 6 - Condi¢cdes das reacgdes utilizadas para amplificacdo das regides polimérficas do
cluster da globina .

Desnaturacao 35 ciclos
inicial Desnaturagao Anelamento Extenséo Extensao Final

Regido T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo
5vG 94 5 94 45" 60 45 72 130" 72 7

vG 94 5 94 30” 55 1 72 1 72 7

YA 94 5 94 30” 55 1 72 1 72 7

wp 94 5 94 30 55 1 72 1 72 7
3yp 94 5 94 30” 55 1 72 1 72 7

5B 94 5 94 45" 57 45 72 1°30” 72 7

Para confirmagcdao da amplificacdo o produto da PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado
em luz ultravioleta, para posterior analise de restricao.

Para a analise de restricao, o produto da PCR foi digerido a 37°C durante 24
horas, com endonucleases de restricdo apropriadas para cada sitio polimorfico
(Quadro 7). A identificacdo dos padrbes de restricdo que determinam os haplétipos
foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio
e visualizado sobre luz ultravioleta.

Cada amostra foi marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de
restricdo. Como controle foi utilizado uma amostra heterozigota e uma amostra
normal para cada sitio polimérfico. O tamanho dos produtos de amplificacdo e os

fragmentos apds clivagem podem ser observados no quadro 7.
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Quadro 7 - Tamanho dos produtos amplificados e apdés a clivagem com as
endonucleases de restrigdo.

Primers Enzima Regido Tamanho fragmento Fragmentos apds clivagem
HO e H1 Xmnl 5¢ 650 pb 450 pb + 200 pb

H2 e H3 Hindlll yG 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3 e H4 Hindlll a 760 pb 400 pb + 360 pb

H5 e H6 Hincll yp 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb

H7 e H8 Hincll 3'yp 590 pb 470 pb + 120 pb

H9 e H10 Hinf | 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

De acordo com perfil de restricdo para as regides polimérficas do cluster da
globina B, foi possivel definir os haplétipos p° (figura 3). Pacientes que apresentaram
padrdo de restricdo diferente do perfil predeterminado na literatura foram

classificados como haplétipo Atipico.

4.6.5 Pesquisa do Genétipo a

A pesquisa da mutacdo -0>"*® foi investigada em 707 amostras por gap-
PCR, utilizando os primers C2 e C10 (quadro 8), oligonucleotideos iniciadores que
se ligam na regido que compreende a possivel delecdo. O produto amplificado gera

um fragmento de 2,1kb para o haplétipo normal (ao) e de 1,9kb para o haplétipo

3,7Kb

mutante (-a™ "), conforme previamente descrito (figura 7) (Dodé et al., 1993).

Quadro 8 - Sequéncias dos primers para pesquisa da delegédo o>, Localizagéo

referente ao gene o no cromossomo 16 depositados no banco de dados NCBI (ID:

J00153).
Primers Sequencia do Primer (5°-3") Diregao Posigao
C2 CCATGCTGGCACGTTTCTGA R 11365
C10 GATGCACCCACTGGACTCCT D 5641

Legenda: D=Direto; R=Reverso

*Tampé&o a para PCR - Solugdes estoque: 3,35 ml de Tris-HCI 2M (pH 8,6); 1,66 ml de
(NH4).SO4 1M; 250 ul de MgCl, 1M; 33,5 ul de Na,EDTA 0,2M; 85 ul de BSA-20 mg/ml; 70 pl
de B mercaptoetanol 14,3M, para um volume final de 10 ml com dH,O. Todas as solugbes
estoque devem ser autoclavadas, exceto MgCl, que é filtrada.
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A seguinte reacdo de PCR foi utilizada: 1,0 ul de DNA (250ng); 2,5 ul de
tampao o*; 2,5 ul de DMSO; 0,75ul de dNTP 10mM; 0,5 ul de cada primer 10uM;
0,25ul de taq polimerase 5U/ul, em um volume final de 25,0 ul de agua. Condi¢des
de ciclagem da PCR: desnaturacéo inicial a 94°C - 10'; 30 ciclos de 94°C - 45", 56°C
-1'e 72°C - 1'; extenséo final 72°C - 7'.

3,7Kb

Figura 7 - Reagéo de gap-PCR para a delegao -a

1 1I 1
X2 Y2 Z2 X1 Y1 Z1
(0 {0 L S BT B ——
. . e
C10 C10 c2
1 kb
I
o, X2 Y2 Z2-1
-7 k |
>
Cl0 Cc2
19kb

2,1Kb
19 Kb

Legenda: (A) Os primers C2 e C10 vao se ligar a regides homologas Y e Z no gendtipo normal
(aa) € no mutante (—oc3’7Kb). Entre dois blocos Z homdlogos estao contidos os genes o, € a4 (ndo
ilustrados aqui). Devido ao crossing-over desigual que ocorre na mutagéo, os produtos de PCR
possuem diferentes tamanhos de fragmentos (2,1Kb e 1,9Kb). (B) Os fragmentos amplificados
podem ser diferenciados por gel de agarose. Os genétipos descritos na figura séo: 1 (aa/aa); 2 (-
o> laa); 3 (-o*'aw); 4 (-a>7-o>").

Fonte: modificado de Dodé et al. (1993).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes foram apresentadas
descritivamente. O teste Chi-quadrado ou exato de Fisher's (quando aplicavel) foi
utiizado para comparagdes entre variaveis categoricas e o Kruskal-Wallis foi
utiizado para comparagdes entre as variaveis continuas. O risco para o
desenvolvimento das manifestacbes foi avaliado a partir da analise das datas de
desenvolvimento das complicacdes, em relacdo a data de nascimento.

Curvas de incidéncia cumulativa foram construidas refletindo o tempo para o
desenvolvimento das complicagbes com o teste de Gray utilizado para a
comparagao das curvas (Kim, 2007). O risco foi definido pelo odds ratio (OR) com
intervalo de confianga (Cl) de 95% e nivel de significancia de 5%. As analises foram
realizadas utilizando os softwares SPSS Statistics 19.0 (IBM corporation), Stata

Statistic/Data Analysis versao 12 (Stata corporation, EUA).
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5 RESULTADOS

Dos 714 pacientes portadores de anemia falciforme analisados, 589 (82,5%)
desenvolveram pelo menos uma das manifestagcdes clinicas: sindrome toracica
aguda, osteonecrose, priapismo, acidente vascular cerebral e ulcera de perna. As
manifestagdes clinicas mais frequentes foram colelitiase (57,3%) e crises vaso-
oclusivas (46% apresentaram >3 CVOs ao ano), seguidos por priapismo (27,6% dos
homens) e ulcera de perna (20,3%). A mediana da idade dos 714 pacientes foi de 25
anos (4-61 anos) e 347 (48.6%) eram do sexo masculino. Os 125 pacientes
controles apresentaram mediana de idade de 28 anos (18-52 anos) e 43 (34%)

pacientes do sexo masculino (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes com anemia

falciforme.

Caracteristicas (n=714) n ou Mediana (% ou intervalo)
Idade, Anos 25 (4-061)

Sexo: Masculino/Feminino 347/367 (48,6/51,4)

Complicagdes:
Crises Vaso-Oclusiva:

0-2/Anos 385 (53,9)
3-5/Anos 272 (38,1)
>6/Anos 57 (8,0)
Coletitiase 409 (57,3)
Osteonecrose 84 (11,7)
STA 93 (13,0)
Priapismo 96 (27,6)"
AVC 69 (9,7)
Ulcera de Perna 145 (20,3)
Obitos 51 (7,1
Controles 125 (17,5)
Idade, Anos 28 (18-52)
Sexo: Masculino/Feminino 43/83 (34/66)

Legenda: ' Apenas o sexo masculino foi considerado.
Fonte: O autor (2017).

Mais de uma manifestacao clinica foi observada em 315 pacientes (44,1%).
Do total de pacientes investigados, 28,1% apresentaram dois tipos de complicagoes,
11,7% trés tipos e poucos pacientes apresentaram quatro (3,6%) ou mais (0,56%)
manifestacdes clinicas distintas.

Os haplotipos BS de 706 pacientes foram analisados e o mais prevalente foi o
haplétipo Bantu, com uma frequéncia de 92% na populacdo. Diferentes associagdes
haplotipicas foram encontradas, com maior frequéncia para o genoétipo Bantu/Bantu
(56,5%), seguida da associagdo Bantu/BEN (24,8%). Nos 1412 cromossomos

estudados, o hapldtipo Bantu apresentou a maior frequéncia (74,3%), seguido do
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Benin (18,4%), os demais haplotipos apresentaram uma baixa frequéncia na
populagdo. Em 91 (6,4%) cromossomos analisados, ndo foi possivel caracterizar o

haplétipo S, sendo estes classificados como Atipicos (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia da alfa talassemia

(delegdo o>’ ) e dos haplotipos B° em
portadores de anemia falciforme.
Caracteristicas o
Moleculares N (%)
Haplotipos BS (n=706)
Bantu/Bantu 399 (56,5)
Bantu/BEN 175 (24,8)
Bantu/ATP 72 (10,2)
BEN/BEN 37 (5,00)
BEN/ ATP 10 (1,40)
ATP/ATP 8 (1,10)
Bantu/CAM 2 (0,28)
Bantu/SAUDI 2 (0,28)
Bantu/SEN 1 (0,14)
BEN/SAUDI 2 (0,28)
BEN/CAM 1 (0,14)
SEN/ATP 1 (0,14)
Haplotipos B° (1412 cromossomos)
Bantu 1050 (74,3)
BEN 262 (18,4)
ATP 91 (6,40)
SAUDI 4 (0,56)
CAM 3 (0,42)
SEN 2 (0,28)
Delegéo o’ (n=707)
-a/-a 19 (2,68)
-a/aa 149 (21,07)
aa/aa 539 (76,20)

Legendas: BEN (Benin); ATP (Atipico);
SAUDI (Arabe-Indiano); CAM (Camardes);
SEN (Senegal).

Fonte: O autor (2017).

Nesse estudo, ndo houve associagdo entre os haplétipos BS e as
manifestacdes clinicas estudadas (Tabela 3). A analise comparativa foi realizada
com os haplétipos Bantu/Bantu versus nao Bantu/Bantu, a auséncia de associagao
foi também foi observada ao analisarmos os diferentes haplétipos e as combinagdes
genotipicas separadamente.

A delegao o™

esteve presente em 168 pacientes (23,7%) (Tabela 2). A
presenca dessa delecado foi associada ao menor risco para o desenvolvimento de
acidente vascular cerebral (p = 0,026; OR: 0,38; 1C95%: 0,16-0,89), colelitiase (p =
0,006; OR: 0,56; I1C95%: 0,37-0,83) e priapismo (p= 0,050; OR: 0,41; IC95%: 0,18-

0,93) (Tabela 3). Essa delecdo ndo foi associada as manifestagbes clinicas:
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sindrome toracica aguda, ulcera de perna, osteonecrose e crise vaso-oclusiva. Nos

pacientes normais para a delegdo o>

(aa/aat), a frequéncia de acidente vascular
cerebral, priapismo e colelitiase foi de 8,4% (60/714), 21,5% (79/367), 49,5%
(328/714), respectivamente. Enquanto que os pacientes com uma ou duas delegéo
a>™ (_a/ao ou -al-a) apresentaram uma frequéncia de 1,1% (8/714) para AVC,

4,6% (17/367) para o priapismo e 11,0% (79/714) para colelitiase.

3.7kb

manifestagdes clinicas na anemia falciforme.

e dos Haplétipos BS de acordo com a ocorréncia de diferentes

a Thalassemia Haplétipo BS
Manifestacoes o’ positivo o> negativo  P-valor Bantu/Bantu Nao P-valor
Clinicas: Bantu/Bantu
N % n % n % n %
STA 22 (24,1) 69 (75,8) 0,874 54 (59,3) 37 (40,6) 0,779
OR: CI95% 0,92 (0,49-1,73) 0,91 (0,52-1,58)
Ulcera de Perna 28 (19,4) 116 (80,5) 0,243 79 (54,8) 65 (451) 0,269
OR: CI95% 0,70 (0,39-1,24) 0,75 (0,46-1,23)
Osteonecrose 24 (28,6) 60 (71,4) 0,637 49 (58,3) 35 (41,6) 0,667
OR: CI95% 1,16 (0,62-2,16) 0,87 (0,49-1,53)
AVC 8 (11,7) 60 (88,2) 0,026 45  (66,1) 23  (33,8) 0,639
OR: CI95% 0,38 (0,16-0,89) 1,22 (0,65-2,26)
Priapismo 17 (17,7) 79  (82,3) 0,050 59 (61,4) 37 (38,5) 1,000
OR: CI95% 0,42 (0,18-0,93) 1,00 (0,48-2,08)
Controle 32 (25,4) 93 (74,6) 77 (61,1) 48  (38,9)
Colelitiase 79 (19,4) 328 (80,5) 0,006 226 (50,8) 180 (47.6) 0,283
Nao Colelitiase 56 (30,1) 130 (69,8) 113 (60,7) 73  (39,2)
OR: CI95% 0,56 (0,37-0,83) 0,81 (0,57-1,15)
CVO/ano: 0,361 0,304
0-2/Anos 82 (21,6) 297 (78,3) 214 (56,5) 165 (43,5)
3-5/Anos 71 (26,2) 200 (73,8) 158 (58,3) 112 (41,3)
>6/Anos 15 (26,3) 42 (73,6) 27 (47,3) 30 (52,6)
Fonte: O autor (2017).
3.7kb

Avaliando o impacto da deleg¢ao a no tempo de desenvolvimento do AVC,
a média de seguimento para o desfecho foi de 36 anos (IC95%: 33 -39 anos). Os
pacientes portadores de alfa talassemia (-o/oa € -a/-o) apresentaram taxa de
desenvolvimento de AVC de 24%, com média de seguimento de 40 anos (IC95%:
36-44 anos). Em contrapartida, os pacientes com gendétipo normal para a delegéao
o>™ (aa/ac) apresentaram taxa de desenvolvimento 51%

seguimento de 34 anos (IC95%: 31-38 anos) (p = 0,019; Figura 8).

com média de
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Figura 8 - Probabilidade de surgimento do Acidente
Vascular Cerebral em pacientes com anemia
falciforme, de acordo com a mutagao o3
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Fonte: O autor (2017).

37 1o tempo de desenvolvimento de

Ao avaliar o impacto da delecdo o
colelitiase, a média de seguimento para o desfecho foi de 22 anos (IC95%: 20-24
anos). Assim como no AVC, pacientes com alfa talassemia apresentaram uma
menor taxa de desenvolvimento de colelitiase (85%), com média de seguimento de
29 anos (IC95%: 26-32 anos) quando comparados com pacientes sem a delegao

370 (qa/oo) apresentaram

o>"™® Os pacientes com gendtipo normal para a delecéo a
taxa de desenvolvimento de 91% com média de seguimento de 25 anos (IC95%: 23-
27 anos; p=0,002) (Figura 9).

Enquanto que a andlise do impacto da mutacdo o'

no tempo de
desenvolvimento de priapismo, mostrou uma média de seguimento para o desfecho
de 26 anos (IC95%: 24-29 anos). Portadores de alfa talassemia apresentaram taxa
de desenvolvimento de 46% para o priapismo, com média de seguimento de 30
anos (IC95%: 24-36 anos); pacientes com gendtipo normal para a delegdo o>"*°
(aa/act) apresentaram taxa de desenvolvimento 91% com média de seguimento de
25 anos (IC95%: 23-28 anos; p=0,002) (Figura 9).

A analise dos dados laboratoriais: niveis de hemoglobina (Hb), hematdcrito
(Ht), leucécitos totais (WBC), contagem de reticulécitos, HbF, bilirrubina indireta (BI)
e lactato desidrogenase (LDH) ndo mostrou associagdo com os diferentes gendtipos
da alfa talassemia estudados. Do mesmo modo, ndo houve diferenca significativa

entre os parametros hematoldgicos estudados e os haplétipos BS (Tabela 4).
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no tempo de desenvolvimento da Colelitiase

0.5

0.6

0.4

Probabilidade

0.0

o7k negativo 89%

. ad positivo 46%

8-
=
8
8
8

Idade (anos) do primeiro Priapismo

Legenda: Portadores de AF e alfa talassemia apresentam uma menor taxa de desenvolvimento de
Colelitiase (A) e para (B) Priapismo.

Fonte: O autor (2017).

Tabela 4 - Dados laboratoriais de acordo com os genotipos da alfa talassemia e haplétipos BS na anemia

falciforme.
a Thalassemia Haplétipo BS

a ' positivo a >’ negativo P-valor CAR/CAR Ndo CAR/CAR  P-valor

Mediana Mediana Mediana Mediana

(intervalo) (intervalo) (intervalo) (intervalo)
Hb (g/dl) 7,8 (4,8,-10,9) 7,7 (4,2-11,6) 0,161 7,7 (4,2-11,5) 7,8 (4,6-11,6) 0,330
Ht (%) 23,8 (14,7-34,1) 23,4 (12,1-35,1) 0,198 23,3 (12,1-34,1) 23,6 (14,7-35,1) 0,261
WBC (x10°/1) 12,8 (5,2-32,5) 12,9 (4,2-34,1) 0,456  13,2(5,1-32,5) 12,4 (4,2-34,1) 0,103
Reticulécitos 9,9 (0,4-25,3) 10,4 (0,5-29,2) 0,334 10,4 (0,4-28) 10,2 (1,3-29,2) 0,844
HbF (%) 7,7 (0,9-26,0) 7,3 (0,5-28,0) 0,232 7,6 (0,5-24,7) 8,0 (0,7-28,0) 0,112
Bl (mg/dl) 2,8 (0,08-13,5) 2,6 (0,04-36,19) 0,730 2,6 (0,08-13,5) 2,7 (0,04-36,2) 0,831
LDH (u/l) 913 (192-3188) 930 (219-3692) 0,988 977 (233-3692) 862 (192-2756) 0,102

Fonte: O autor (2017).

A média de seguimento dos pacientes do estudo foi de 13 anos (0-34 anos),

durante este periodo, 51 (7,14%) pacientes foram a 6bito. Entretanto, 14 ébitos nédo

estavam relacionados com a anemia falciforme ou n&o havia registro de causa morte

no prontuario médico. Dessa forma, 37 (5,3%) pacientes foram a o6bito com

complicagbes decorrentes da anemia falciforme e foram usados para calcular o risco

de morte na populagao.
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A idade média do 6bito entre pacientes com AF foi de 25 anos. A principal
causa de O6bito foi a infeccao respiratéria e septicemia associada (43,1%), nesse
grupo também estéo incluidos os casos de STA; a segunda maior causa de 6bito foi
o acidente vascular cerebral (11,7%). A andlise da sobrevivéncia global mostrou que

os pacientes portadores da delecdo o'

nao apresentaram melhor sobrevida na
anemia falciforme. Similarmente os haplétipos B° ndo apresentaram influéncia na

sobrevida global dos pacientes (Figura 10).

Figura 10 — Curva de sobrevida global para pacientes portadores de alfa talassemia
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T i T TR Néo Bantu/Bantu 90%
0,8+ 0.8
(1] ]
© "
S o6 o7 pegativo 66% -E 064 t
4 2 . Bantu/Bantu 63%
-g o
@ a
@ [
s 2
© .4 © 0,4
g 2
o 3
0,2+ 0.2-]
o0 [RET 0.0 P=0,521

T T T
T T T
00 20,00 40,00 60,00 00 20,00 40,00 60,00

Tempo (anos) Tempo (anos)

Legenda: (A) presenca ou auséncia de alfa talassemia, (B) presengca ou auséncia do haplétipo
Bantu/Bantu.
Fonte: O autor (2017)
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6 DISCUSSAO

Embora a anemia falciforme decorra de uma mutagdo pontual, o gene da
globina B° & pleiotrépico na sua natureza e provoca o desenvolvimento de varias
complicagbes clinicas, que constituem as multiplas expressdes fenotipicas da
anemia falciforme (Alexander et al., 2004; Steinberg, 2005; Ballas et al., 2012).
Apresentamos aqui uma populagao de portadores de AF acompanhados no Estado
de Pernambuco, genotipados para alfa talassemia e haplétipo BS, clinicamente
analisados, com alta frequéncia e grande variedade de manifestagdes clinicas.

Nossos resultados confirmam a alta prevaléncia do haplétipo Bantu no Estado
de Pernambuco, com frequéncia total de 74,3%. O estudo de Bezerra e
colaboradores (2007), também demonstrou a prevaléncia do haplétipo Bantu
(81,1%) em Pernambuco, no entanto esse estudo foi realizado em uma amostra
diferente, com 74 criangas detectadas pelo Programa de Triagem Neonatal de
Pernambuco (Bezerra et al., 2007). Outras regides do Brasil também mostraram a
predominancia do haplétipo Bantu. Estudos realizados em Sao Paulo encontraram
uma frequéncia de 57,2% a 66,2% para este haplétipo (Zago, Figueiredo & Ogo,
1992; Figueiredo et al., 1996; Camilo-Araujo et al., 2014); o mesmo foi observado em
outros estados brasileiros incluindo o Rio de Janeiro (54,0% e 56,9%), Rio Grande
do Norte (75,5%), Para (60% e 67%), Minas Gerais (57% e 61%) (Belisario et al.,
2010a), Parana (62%) e Rio Grande do Sul (66% e 67,3%) (Lindenau, 2009; Silva &
Gongalves, 2009; Cardoso & Guerreiro, 2010; Cabral et al., 2011; da Silva et al.,
2014a; Shimauti et al., 2015; Leal et al., 2016). Tais resultados mostram que, de fato,
o hapldtipo Bantu é o mais prevalente no Brasil e, atualmente, o estado de
Pernambuco é o que apresenta a maior prevaléncia. Apenas no estado da Bahia,
nao se observa claramente o predominio do haplétipo Bantu, nesta regido as
frequéncias dos haplétipos Bantu (41% a 48,1%) e Benin (45,6% a 55%) podem ser
consideradas semelhantes (Gongalves et al., 2003; Adorno et al., 2004; Adorno et
al., 2008). A distribuicdo de haplétipos na populagdo mundial varia de acordo com as
migracdes histéricas dos povos da Africa (Bitoungui et al., 2015).

A combinagao haplotipica Bantu/Bantu foi a mais frequentemente encontrada
no presente estudo (56,5%). As combinagdes haplotipicas descritas nas populagbes
brasileiras variam entre Estados. Bantu/Bantu também foi o haplétipo mais
prevalente no Rio Grande do Sul (55,2%), Rio de Janeiro (48,8%) e Minas Gerais
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(39%) (Belisario et al., 2010a; Filho et al., 2010; da Silva et al., 2014a), enquanto que
a combinagao Bantu/Benin esteve presente em maior frequéncia no Parana (41,1%),
em seguida Bahia (54,0%) e Sao Paulo (36,7%) (Adorno et al., 2004; Camilo-Araujo
et al., 2014; Shimauti et al., 2015).

Os pacientes desse estudo apresentam uma alta frequéncia e grande
diversidade de manifestagdes clinicas. A maior frequéncia observada foi em
colelitiase (57,3%) e crises vaso-oclusivas (46,1% >3 CVOs/ano). Esse resultado
corrobora com dados do Estudo Cooperativo da Doenga Falciforme (CSSCD), que
descreveu as CVOs como a manifestagao clinica mais prevalente na AF em uma
grande populacdo dos Estados Unidos (Platt et al., 1991). O estudo prospectivo
multicéntrico PUSH (Hipertensdo pulmonar e resposta a hipoxia na Doenca
Falciforme) mostrou que 20% dos pacientes apresentavam relato de mais de 3
episédios vaso-oclusivos em um ano (Darbari et al., 2012).

No presente estudo, 44,1% dos pacientes apresentaram duas ou mais
manifestagdes clinicas e em muitos casos com reincidéncia. A gravidade clinica da
AF encontrada na amostra poderia estar associada a alta frequéncia do haplétipo
Bantu, considerado o haplétipo de pior prognéstico, seguido do haplétipo Benin,
descrito como risco intermediario para a doenga (Powars & Hiti 1993; Steinberg,
20009).

Nesta analise, foram selecionados 125 pacientes com mais de 18 anos de
idade, que nao desenvolveram qualquer manifestacdo clinica de: STA,
osteonecrose, priapismo, AVC e Ulcera de perna. No entanto, ndo podemos
caracterizar esse grupo de pacientes com um perfil benigno, uma vez que 34,1%
deles tiveram mais de 3 crises vaso-oclusivas/ano e 54,7% desenvolveram
colelitiase. Muitos desses pacientes também apresentaram infeccbes recorrentes,
necessitando de internamentos. Assim como o total de pacientes do estudo, esses
125 pacientes também apresentaram uma alta frequéncia para o haplétipo Bantu
(74,3%) e combinagéao haplotipica Bantu/Bantu (61,1%).

Entretanto, nas analises realizadas neste estudo, ndo encontramos correlacao
entre os haplétipos B° e as manifestagdes clinicas estudadas: CVO/ano, colelitiase,
osteonecrose, STA, priapismo, AVC e ulceras da perna. A presenca do haplétipo
Bantu na grande maioria dos pacientes poderia explicar em parte a auséncia de
associacao com os fenodtipos da AF. O resultado corrobora dados da literatura

brasileira em populagcbes com perfil haplotipico semelhante ao nosso, que,
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similarmente, ndo encontraram associagdo com manifestagdes clinicas (Figueiredo
et al., 1996; Belisario et al.. 2010a; Cardoso & Guerreiro 2010; Camilo-Araujo et al.,
2014; da Silva et al. 2014a; Shimauti et al., 2015; Leal et al.. 2016).

Os haplétipos BS também ndo apresentaram correlagdo com os niveis de
HbF. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com populacbes de
portadores de AF que apresentavam elevada frequéncia dos haplétipos Bantu e
Benin, além de ndo ser encontrada correlagdo com os niveis de HbF, também né&o
houve associacdo com manifestagdes clinicas da AF (Rieder et al., 1991; Flanagan
et al., 2011; Camilo-Araujo et al., 2014).

Apesar dos haplétipos B° serem descritos como importantes moduladores da
HbF na anemia falciforme e associagdes significativas entre os haplétipos e o
fendtipo da AF serem relatadas, a sua utilidade como um marcador progndstico
isolado no acompanhamento clinico € limitada (Powars & Hiti 1993; Quinn & Miller
2004; Steinberg 2009). Variagbes importantes nos niveis de HbF podem ocorrer nos
pacientes com AF. E provavel que determinantes genéticos ndo relacionados com os
haplétipos ligados ao cluster 3, como os polimorfismos BCL11A e HBS1L-MYB
também exercam papel de modulagdo na expressdo da HbF (Lettre et al., 2008;
Akinsheye et al., 2011; Ngo et al., 2013). Além da HbF, ndo houve associagéo
significativa entre os haplétipos e outros parametros hematoldgicos.

A alfa talassemia foi encontrada em 23,7% dos nossos pacientes. Esta
frequéncia esta de acordo com estudos prévios que encontraram uma frequéncia
entre 20% e 35% em portadores de anemia falciforme de regides da América do
Norte e América do Sul (Steinberg & Embury 1986; Castro et al., 1994; Arends et al.,
2000; Neonato et al., 2000; Adorno et al., 2008; Belisario et al., 2010b). Diversos
estudos tem demonstrado o papel benéfico de alfa talassemia no perfil clinico global
da AF, particularmente em subfendtipos hemoliticos, incluindo a hipertensao
pulmonar, ulcera de perna, acidente vascular cerebral e priapismo (Koshy et al.,
1989; Chang et al., 1995; Nolan et al., 2005b; Steinberg, 2009).

A presenca de alfa talassemia esteve associada como fator de protecéo para
o desenvolvimento de AVC, colelitiase e priapismo. O efeito protetor da alfa
talassemia sobre a incidéncia do AVC na anemia falciforme foi descrito previamente
e confirmado em diferentes populagées (Adams et al., 1994; Ohene-Frempong et al.,
1998; Neonato et al., 2000; Belisario et al., 2010b; Domingos et al., 2014). A
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frequéncia de AVC observada no estudo (9,7%) foi similar a descrita na literatura
(5%-11%) (Ohene-Frempong et al., 1998; Neonato et al., 2000). Dentre as
diferentes complicagbes clinicas da AF, o AVC se destaca pela consequéncia
catastréfica a vida do paciente (Sebastiani et al., 2005). A fisiopatologia do efeito
protetor que a alfa talassemia confere a este fendtipo ainda nédo é clara,
aparentemente os portadores de alfa talassemia apresentam uma menor hemolise e
melhora do processo inflamatério (Steinberg & Rodgers, 2001; Adams et al., 2003;
Belisario et al. 2010b; Fertrin & Costa, 2010).

De acordo com a literatura, a frequéncia do desenvolvimento da colelitiase na
anemia falciforme é idade dependente, com menor frequéncia em criangas e maior
em adultos, ficando mais elevada com o passar da idade, e apresenta uma variagao
de 30% a 70% (Haider et al., 1998; Chaar, Diara & Clayton, 2005; Vasavda et al.,
2007; Curro et al., 2007). A nossa populagéo apresentou uma mediana de idade de
25 anos (4-61 anos) e uma frequéncia de 57,3% de colelitiase que corrobora com
esses achados. O desenvolvimento de calculos biliares normalmente é resultante da
degradacéo da hemoglobina. Assim a coexisténcia com a alfa talassemia pode estar
associada a uma reducao do aparecimento de calculos, visto que ocorre uma menor
taxa de hemolise (Haider et al., 1998). O efeito protetor da alfa talassemia que
observamos em nossos pacientes com AF, esta de acordo com relatos prévios
(Haider et al., 1998; Powars et al., 2002; Vasavda et al., 2007), mas alguns autores
ndo o encontraram (Parody et al., 2007; Alkindi et al., 2015). Dados controversos
podem ocorrer devido a estudos realizados em criangcas e em pequenas populagdes.
Somado a isso, a influéncia da dieta local na colelitiase, além de outros fatores
genéticos moduladores como o polimorfismo UGT1A1, poderiam estar relacionados
(Chaar et al., 2006; Ballas et al., 2012).

A alfa talassemia esteve associada como fator protetor para o
desenvolvimento de priapismo no presente estudo. Esta mesma associagao foi
encontrada por Nolan e colaboradores em um estudo multicéntrico (CSSCD)
realizado em uma populagdo de 1737 pacientes com AF, provenientes da América
do Norte (p=0,052). (Nolan et al., 2005b). Steinberg também descreve o efeito
protetor da alfa talassemia no priapismo (Steinberg, 2005; Steinberg, 2009). Apesar
das associagdes clinicas encontradas com a alfa talassemia, ndo houve diferenga
entre os parametros laboratoriais marcadores de hemdlise entre individuos com e

sem a delegdo o™,
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Apesar da Ulcera de perna também ser descrita como um subfendtipo
hemolitico da anemia falciforme (Kato, Gladwin & Steinberg, 2007), nao foi
encontrada associagao entre a alfa talassemia e esta manifestagdo clinica na
presente populacdo. Dados controversos sdo encontrados em diferentes estudos,
gue associam a alfa talassemia como fator de protecdo para a ulcera de perna
(Higgs et al., 1982; Kato, Gladwin & Steinberg, 2007; Pandey et al., 2011). A sua
causa é desconhecida, mas de forma semelhante a outras complicagbes da anemia
falciforme, pode estar relacionada com um menor grau de hemdlise e maior nivel de
hemoglobina (Koshy et al., 1989; Steinberg & Rodgers, 2001; Nolan et al., 2006).
Além disso, outras potenciais causas podem estar influenciando o desenvolvimento
das ulceras de perna, como fatores socioeconémicos e ambientais, como traumas
(incluindo picadas de insetos, comuns em areas tropicais), infec¢cao e inflamacéao
local (Minniti et al., 2010).

A menor concentracdo de HbS que ocorre nos pacientes com AF que
apresentam alfa talassemia, leva a uma menor hemdalise e consequentemente, pode
resultar em elevagao da viscosidade do sangue; além disso, a alfa-talassemia nao
esta associada com niveis mais elevados de HbF (Driss et al., 2009; Belisario et al.,
2010b). Assim, as manifestagdes clinicas com perfil mais vaso-oclusivo, como crises
vaso-oclusivas, STA e osteonecrose, poderiam estar relacionadas a um maior risco
de desenvolvimento nos pacientes portadores de alfa talassemia, entretanto existem
resultados conflitantes (Milner et al., 1991; Castro et al., 1994; Gill et al., 1995;
Fertrin & Costa, 2010; Darbari et al., 2012). Entretanto, na nossa populagédo néo foi
encontrada associacao de risco ou protecado para esses fendtipos vaso-oclusivos e a
alfa talassemia.

A coexisténcia com a alfa talassemia foi relacionada com um aumento da
expectativa de vida dos pacientes com anemia falciforme (Fabry et al., 1984;
Rumaney et al., 2014). Powars e colaboradores (2002) mostraram um perfil clinico
mais favoravel nos pacientes com doenca falciforme e alfa talassemia. Steinberg em
2005, relatou que a alfa talassemia parece ter pouco efeito no curso clinico da AF
quando comparada com a influéncia da HbF. Embora aparentemente a alfa
talassemia exerca um efeito protetor em algumas manifestagdes clinicas da AF, nao
houve impacto na sobrevida global dos pacientes. Também ndo houve diferenga

entre a sobrevida global de pacientes com base nos haplétipos ligados ao cluster BS.
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Resultados semelhantes foram descritos numa populagdo de 102 pacientes da
Jamaica (Bakanay et al., 2005).

Diversos estudos foram descritos no Brasil com a avaliagao do perfil clinico da
AF e os marcadores moleculares classicos alfa talassemia e haplétipos. Entretanto,
a maioria dos trabalhos foram realizados em populagdes com numero de pacientes
limitado e/ou referentes a pacientes pediatricos (Zago et al., 1992; Figueiredo et al.,
1996; Gongalves et al., 2003; Adorno et al., 2004; Bezerra et al., 2007; Adorno et al.,
2008; Silva & Gongalves, 2009; Belisario et al., 2010a; Cardoso & Guerreiro, 2010;
Filho et al., 2010; Belisario et al., 2010b; Cabral et al., 2011; Camilo-Araujo et al.,
2014; da Silva et al., 2014a; Shimauti et al., 2015; Leal et al., 2016; Rodrigues et al.,
2016). O presente estudo constituiu o maior levantamento populacional da alfa
talassemia e haplétipos BS na AF realizado no Brasil e um dos maiores da literatura.
Nés relatamos aqui o efeito protetor da alfa talassemia no desenvolvimento de
acidente vascular cerebral, priapismo e colelitiase na AF. Além disso, a populacao
apresentou uma grande variedade de manifestagdes clinicas, com alta frequéncia
para o haplétipo Bantu e ndo houve associacido entre os haplétipos e as diferentes
manifestacdes clinicas estudadas.

Compreender a heterogeneidade clinica especifica de cada populagdo € um
passo importante e necessario para um melhor acompanhamento clinico e
tratamento da anemia falciforme. Os resultados aqui descritos mostram que a
investigacao da alfa talassemia em pacientes com anemia falciforme pode ser uma

ferramenta util para um melhor acompanhamento clinico desses pacientes.
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7 CONCLUSAO

1. O haplétipo BS Bantu foi descrito como o haplétipo mais frequente na

populacdo de Pernambuco;

2. Os Haplétipos BS nao mostraram associacdo com o desenvolvimento das
manifestacdes clinicas CVO, colelitiase, osteonecrose, STA, priapismo, AVC

e Ulceras de perna;

3. Adelecao a2 foi relacionada com uma protecao para a ocorréncia de AVC,
colelitiase e priapismo;

3.7kb

4. A delecéo ay nao foi associada com as manifestagcdes clinicas: CVO,

osteonecrose, STA e Ulceras da perna;

5. Ndo foi observado impacto da alfa talassemia ou dos haplétipos B° na

sobrevida global dos pacientes.
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Summary

Clinical complications diversity at the sickle cell anemia (SCA) has been associated
with genetic and environment factors. Despite alpha thalassemia and BS haplotype
are considered important genetic markers associated with SCA variability, the main
role of these variations in SCA clinical outcome is still controversial. To better
characterize the clinical heterogeneity of SS-genotype patients, we present here a
study of 714 patients followed in a single reference center in Northeast Brazil,
evaluated the clinical data, correlating with alpha thalassemia genotype (-oc3’7kb) and
the haplotype of the B-globin gene cluster. Overall survival and clinical severity
parameters as: number of sickle cell crises per year, cholelithiasis, acute chest
syndrome, leg ulcer, osteonecrosis, stroke and priapism, were investigated. Despite
a high frequency of the p° haplotype Bantu (74%) and the Bantu/Bantu genotype
(57%) in our population, no association has found between the main subphenotypes
and BS haplotype composition. The univariable analysis showed -a>’kb mutation
associated with a protective effect on the development of stroke (Odds ratio (OR):
0.38; 95% Confidence Inteval (Cl): 0.16-0.89; P=0.026), priapism (OR: 0.42; 95% CI:
0.18-0.93; P=0.05) and cholelithiasis (OR: 0.42; 95% CI: 0.18-0.93; P=0.006). Our
results may provide insight into the pathogenesis of main clinical outcomes in SCA
and it effort the use of genetics variations to identify individuals who are at increased
risk and thus allow earlier research and treatment.

Keywords: sickle cell anemia, alpha-thalassemia, B°* haplotype.
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Sickle cell anemia (SCA) was the first human monogenic disorder
characterized at the molecular level (Pauling et al, 1949). Its results from a GAG to
GTG substitution in the sixth codon in the B hemoglobin gene (HBB), which replaced
glutamic acid by valine (Glu6Val) at B globin chain, thus making HbS instead of
normal HbA (Ingram, 1956; Hunt & Ingram, 1958). Despite being caused by a single
point mutation, the homozygous HbS presented great phenotypic heterogeneity
(Driss et al, 2009; Ballas et al, 2012; Serjeant, 2013). For more than 30 years, the
association of alpha thalassemia and beta globin gene haplotype has been studied
and considered in several studies as the main determinants of SCA variability
(Steinberg & Embury, 1986; Powars, 1991; Zago & Pinto, 2007; Silva & Gongalves,
2009; Shimauti et al, 2015). However, actually there are few clear messages from
these interactions (Serjeant & Vichinsky, 2017).

Coexistence of alpha thalassemia is considerate a powerful modulatory
influence for SCA. This is due to a decreased concentration of HbS, leading to less
intracorpuscular polymerization and lower hemolysis. Therefore this deletion was
described as a protective factor to endothelial-hemolysis dysfunction complications
involving a proliferative vasculopathy, such as stroke, leg ulcer and priapism
(Steinberg, 2005; Kato et al, 2007). However, clinical events related to the increased
blood viscosity, such as vaso-occlusive painful crisis, acute chest syndrome and
osteonecrosis are minimally affected by the alpha-thalassemia coexistence or their
prevalence is increased in patients with this disorder (Steinberg, 2009). Concerning
the clinical manifestations in which alpha thalassemia plays a beneficial effect,
several studies show conflicting results (Nolan et al, 2005b; Vasavda et al, 2007;
Fertrin & Costa, 2010; Darbari et al, 2012; Alkindi et al, 2015).

As well as alpha-thalassemia, HbF impact the phenotype of disease by
decreasing the HbS polymerization tendency, by the no incorporation of the HbS
polymer phase, acting as an inhibitor of Hb S polymerization (Pauling et al, 1949;
Steinberg, 2009). A high HbF level has been associated with a decrease of clinical
severity with less painful events, blood therapy use and hospitalization (Adorno et al,
2008). The genetic regulation of HbF was first associated with the haplotype of the 8-
globin gene cluster (Nagel et al, 1985). The B° haplotypes are defined by the
nonrandom association of restriction endonuclease cleavage sites around the beta-
globin gene cluster (Rusanova et al, 2010). Different haplotypes of SCA are
described and classified according to the ethnic groups and geographic region from
where the genes are most commonly found: Bantu or CAR (Central African
Republic), Benin, Senegal, Cameroon, and Arab-Indian (Pagnier et al, 1984;
Rahgozar et al, 2000). In Brazil, the Bantu and Benin haplotypes are mainly found
(Gongalves, 2003; Lemos Cardoso & Farias Guerreiro, 2006; Filho et al, 2012; da
Silva et al, 2014).

According to the HbF levels found in different haplotypes, the SCA phenotype
was related to the B° haplotypes. The HBG2 Xmn1 polymorphism at Chr11p15
(rs7482144) is present only in Senegal and Arab-Indian haplotypes, and it is strongly
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associated with high HbF levels and with the concentration of Gy- globin chains
(Steinberg, 2009).Therefore Arab-Indian and Senegal haplotypes are associated with
a mild clinical course, which has been attributed to higher HbF levels (Nagel &
Steinberg, 2001; Adekile, 2005), while Bantu haplotype, with low levels of HbF,
present more severe clinical manifestations, initiating vaso-occlusive painful crises
earlier and these patients tend to present the worst prognosis. Benin and Cameroon
apparently present intermediate phenotypes (Powars 1993; Quinn and Miller 2004;
Steinberg 2009). The effect of haplotype is mediated through HbF, nevertheless
other determinants can also influence the expression of this hemoglobin (Thein et al,
2007; Uda et al, 2008; Liu et al, 2016) and the predictive use of haplotype is limited.
Therefore, there is a phenotypic heterogeneity among individuals who have the same
haplotype (Chang et al, 1995), in addition compound heterozygosity for haplotypes is
common in many populations (Quinn & Miller, 2004).

Here, we presented the molecular analysis of alpha-thalassemia and BS
haplotypes evaluating the impact in clinical outcome of patients with SCA followed in
Pernambuco State, northeastern Brazil.

Material and methods
Patient cohort and study design

Between February 2012 and December 2015, 714 peripheral blood samples
were collected from patients with SCA followed at a single reference center in
Pernambuco, northeast Brazil. Ethical approval was obtained from the local
Research Ethics Board. In accordance with the Declaration of Helsinki, informed
consent was obtained from all participants prior to study commencement. Patient
follow-up was last updated in May 2016. The median age of the cohort was 26 years
(range: 3-61), with 347 males (49%).

Clinical variables

Information about clinical data was obtained by interview and medical records.
For this study, we have selected some of the SCA clinical manifestations based
mainly on the frequency and clinical significance, but also based main clinical
outcomes that could be best characterized in the State of Pernambuco-Brazil.

The clinical manifestations enrolled in this study were: number of sickle cell
per year, defined by acute vaso-occlusive events per year required hospital
admission; cholelithiasis, presence of gallstones confirmed by liver/biliary
ultrasonography during routine screening or in symptomatic patients; osteonecrosis
proven by radiography documented or magnetic resonance imaging (MRI) of the hip
or shoulder in symptomatic patients; acute chest syndrome (ACS), related on
patient’'s chart and defined as an acute respiratory illness with a new pulmonary
infiltrate on chest x-ray; priapism, occurrence of at least one episode of a painful
erection of the penis that lasted more than 1 hour and was severe enough for the
patient to seek medical care; overt stroke confirmed by MRI/magnetic resonance
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angiogram (MRA) in symptomatic patients. leg ulcers, an ulceration of the skin of the
lower legs, especially the medial or lateral surfaces, which failed to heal within a
period of two weeks (Baldwin et al, 2005; Nolan et al, 2005a, 2006; Ballas et al,
2012).

For comparison purposes, we selected 125 patients with SCA (18%), aged
>18 years, presented normal means of transcranial doppler velocities, without the
main clinical phenotype presented in SCA, or suspect (control group), except for
number of sickle cell crises per year and cholelithiasis, due to high prevalence of this
complication in our population.

Molecular analysis

Peripheral blood samples were collected and the genomic DNA was isolated
from peripheral blood leukocytes by phenol-chloroform extraction method (Davis et
al, 2012). The Hb S mutation was confirmed by polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Classic B°-globin gene haplotypes were
determined using 6 SNPs within the B-globin locus (5'y®-Xmnl, y&-Hindlll, y*-Hindlll,
yB-Hincll, 3'yB-Hincll, 5B-Hinfl) (Sutton et al, 1989). According to restriction profile
for the polymorphic regions of the globin cluster, it was possible to characterize the 5
classic HbS gene haplotypes, including Benin, Bantu, Senegal, Arab-Indian and
Cameroon. Different restriction patterns in the literature predetermined profile have
its haplotype considered Atypical. The alpha thalassemia status was determined by -
o> deletion research, using the primer C2 (5' CCATGCTGGCACGTTTCTGA 3
and C10 (5 GATGCACCCACTGGACTCCT 3'), by gap-PCR methodology as
described previously (Dodé et al, 1993). The -a>’ deletion is considered the most
frequent alpha thalassemia observed in patients with sickle cell disease (Joly et al,
2012; Steinberg, 2009).

Statistical analysis

Descriptive analyses were performed for patient baseline features.
Associations between categorical variables were compared with Fisher's exact test
and the y2 test, while continuous variables were compared with Kruskal-Wallis test.
Statistical analyses were performed using STATA Statistical Software 14.0 (STATA,
College Station, TX, USA), with the level of significance set to 5%. The risk was
defined in terms of odds ratio (OR) with confidence interval (Cl), with significance
levels up to 95%. Cumulative incidence curves were constructed reflecting the time
for complications development, Gray's test was used to compare the curves (Kim,
2007).

Results

We analyzed 714 medical records of patients with SCA and we found 588
(82.3%) patients who developed at least one of the following clinical manifestations:
cholelithiasis, osteonecrosis, priapism, stroke and leg ulcer. The found data showed
that the most frequent clinical manifestations in our cohort were cholelithiasis (57%)
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and the painful crisis (>3/year) with 46%, followed by priapism (28% of men) and leg
ulcer (20%) (table 1).

The frequency of gender was similar in the total sample (48% of male versus
51% female) albeit the control group presented a higher frequency of women (66%).
Three-hundred and fifteen (44%) patients showed up two clinical manifestations,
among them, 28% had two types of clinical manifestations; 12%, three types; 4% four
types and less than 1% five or six different types of clinical manifestations. The main
baseline features have no difference compared the different BS haplotypes
composition and alpha-thalassemia mutational status.

Haplotypes of 706 patients were analyzed, of these, 74% (651 patients) had at
least one Bantu allele with different combinations and 57% of patients had the
homozygous Bantu genotype, while the Benin haplotype was found in 225 patients
(32%) (table 2). Concerning the frequencies of Senegal, Cameroon and Saudi-Indian
haplotypes, we found a low frequency for all this haplotypes, less than 1% (2
patients, 3 patients and 4 patients, respectively) in our population (all them were
heterozygous). The comparative analysis of p° haplotypes (Bantu/Bantu versus non-
Bantu/Bantu) was not associated with any evaluated clinical manifestations (table 3).

The -o®thalassemia deletion was present in 168 (24%) patients (table 2) and
19 (3%) patients were homozygous. The presence of this deletion was associated
with lower frequency of stroke (OR: 0.38; 95% CI: 0.16 to 0.89; P = 0.026),
cholelithiasis (OR: 0.56; 95% CI: 0.37 to 0.83; P= 0.006) and priapism (OR: 0.41;
95% Cl: 0.18 to 0.93; P= 0.050) (table 3). For patients without o’ thalassemia
(aa/aa), the prevalence of stroke, priapism and cholelithiasis, was 8% (60/714), 22%
(79/367), 49% (328/714) respectively. While in patients with one or two o’
thalassemia deletion (-o/-a or o/aa), it was seen a prevalence of 1% (8/714) for
stroke, 5% (17/367) to priapism and 11% (79/714) to cholelithiasis.

The impact of alpha-thalassemia on stroke, priapism and cholelithiasis was
evaluated regarding their development time. The cumulative incidence of these
clinical manifestations was significantly lower for patients with a7k positive status.
The mean age of first stroke episode was 10 years (range: 4-39). Patients with aa/aa
genotype had a stroke development rate of 51%, while patients with heterozygous or
homozygous genotype for the a7’ thalassemia deletion presented the development
rate by 24% (P = 0.019). The mean age of confirmed cholelithiasis by
ultrasonography was 16 years (range: 2-49), whereas the mean age of the first
priapism report episode was 18 years (range: 4-39). Patients with -a*>”° negative
status had a cholelithiasis development rate of 91% and a priapism development rate
of 89%, while patients with -o>"*® positive status presented the cholelithiasis
development rate of 85% and the development rate of 46% for priapism. Therefore, it
was observed that patients with o®"° positive status develop stroke, cholelithiasis
and priapism manifestations in a lower median time than those with a>"** negative
status (table 1).
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In a median of 13 years follow-up (0-34 years), 51 (7%) patients had died in
this database, but 14 deaths were unrelated to SCA or had no record of death cause,
so 37 (5%) patients died because of sickle cell anemia complications and this
number was used to compute the overall survival. The median age of death among
patients with SCA was 25 years. Respiratory infection, including STA, was the most
frequent cause of death 18 (49%), followed by cerebrovascular accident 6 (16%).
The analysis of overall survival showed that patients with o>"*-thalassemia deletion
had no improved survival than patients without o®*"**-thalassemia. Additionally, §°
haplotypes did not influence in overall survival of evaluated patients (Figure 2).

Discussion

The HbS was introduced in Brazil during the African slave trade from the 16th
to 19th centuries. Great part of the slaves ported here came from Angola, Congo and
Mozambique, where the Bantu BS haplotype predominates and about 30% of the
slaves came from Benin and Senegal region.Studies in several Brazilian states show
a predominance of the Bantu haplotype in the country, with frequencies varying
between 41% and 67% (Zago et al. 1992; Figueiredo et al. 1996; Silva & Gongalves
2009; Belisario et al. 2010a; Cardoso & Guerreiro 2010; Filho et al. 2010; Cabral et
al. 2011; Camilo-Araujo et al. 2014; da Silva et al. 2014a; Shimauti et al. 2015; Leal
et al. 2016). Our results showed that the state of Pernambuco has the highest
frequency of Bantu haplotype in Brazil (74%) and confirms the findings in our
previous study. Furthermore, in most states of Brazil, there is a high prevalence of
heterozygous for Bantu/Benin genotype, but the most frequent genotype found here
was the homozygous for the Bantu haplotype (57%).

The Bantu haplotype was associated with the worst prognosis for SCA, with
more prone to early death and end-organ damage (Powars & Hiti, 1993; Powars,
1990). The severity of this disease found in most of our patients, complies with the
high frequency of the Bantu haplotype, furthermore, less than 1% of the population
studied had better prognosis haplotype (Arab-Indian and Senegal) and it was seen in
heterozygosis. It was found a high prevalence of painful crisis per year, in which 46%
of individuals had more than 3 painful episodes requiring medical care. The
Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD), published in 1991, described this
clinical manifestation as the most prevalent of SCA (Platt et al, 1991). The Pulmonary
Hypertension and Hypoxic Response in Sickle Cell Disease (PUSH) study showed
that 20% of patients had reported more than 3 painful episodes in a year (Darbari et
al, 2012). Besides the high frequency and the diversity of clinical manifestations
found, many patients presented concurrently over 2 phenotypes and some patients
(16%) presented 3 or more different complications or more, many of them recurrently.

We found 125 patients over eighteen years old, who did not present any
clinical manifestations (dactylitis, osteonecrosis, priapism, stroke and leg ulcer), bur
had a high frequency of Bantu haplotype (96%) and Bantu/Bantu genotype (61%).
However, we cannot affirm that 125 patients characterized as controls, have a benign
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profile, since 34% of them had more than three painful crisis per year and 55% had
cholelithiasis, also many of these patients had recurrent infection, requiring
hospitalization.

For the studied population, the B° haplotypes did not influence the occurrence
of clinical phenotype of SCA. This may be due to the high frequency of Bantu
haplotype, followed by Benin haplotype, which are associated respectively with a
high and intermediate severity of the disease (Steinberg, 2009). We also found no
effect of haplotype on HbF levels in our patients. This is in agreement with other
studies, where no significant difference was found between haplotypes and HbF
values or clinical manifestation in populations with a high frequency of Bantu and
Benin haplotypes (Rieder et al, 1991; Flanagan et al, 2011; Camilo-Araujo et al,
2014; Nolan et al, 2005b). There is still a considerable HbF variability in sickle cell
patients, it is probable that determinants unrelated to haplotype, like the BCL11A,
HBS1L-MYB SNPs, may have effect in the levels of HbF (Akinsheye et al, 2011; Ngo
et al, 2013; Lettre et al, 2008). Besides the HbF, there was no effect of haplotypes on
other hematological features such as Hb, Ht, WBC, Reticulocyte, |-Bil and LDH.

The 23% alpha-thalassemia frequency observed in our patients is in
accordance with the 20% to 35% values previously observed among Hb SS patients
from North and South America (Belisario et al, 2010b; Adorno et al, 2008; Castro et
al, 1994; Arends et al, 2000; Steinberg & Embury, 1986; Neonato et al, 2000).
Several studies describe the beneficial role of alpha-thalassemia on global SCA
severity, particularly on hemolysis subphenotypes, including pulmonary hypertension,
leg ulcer, stroke and priapism (Nolan et al, 2005b; Steinberg, 2009; Chang et al,
1995; Koshy et al, 1989).

Approximately a third of patients with SCA and African Americans have alpha-
thalassemia (Dozy et al., 1979; Steinberg, 2009). The frequency of this condition in
Brazil varies according to the geographical region (13%-30%) and it is almost always
a result from a 3.7 kb deletion of DNA (-a,>7), involving the 3' region of the a, gene
and 5' of the a4 gene, resulting in a hybrid gene (ax/a4) (Belisario et al, 2010b; Filho
et al, 2012; Camilo-Araujo et al, 2014; Rodrigues et al, 2016).

We reported here a protective effect of alpha-thalassemia on the development
of stroke, priapism and cholelithiasis. In a previous study, we showed the same
alpha-thalassemia association with stroke subphenotype (Domingos et al, 2014),
although a different control population was used, the association is remained. The
effect of alpha-thalassemia on the incidence of stroke has been increasingly
confirmed with different populations (Ohene-Frempong et al, 1998; Belisario et al,
2010a; Neonato et al, 2000; Adams et al, 1994). In our series, the frequency of
strokes was 9.7%, similar to that described in the literature (5%-11%) (Neonato et al,
2000; Ohene-Frempong et al, 1998). Stroke is one of the most dramatic
complications of SCD, but the pathophysiological basis for the protective effect of
alpha-thalassemia is still unclear, but it seems that the decreased hemolysis,
reduction in WBC count and less dense cells protect the carriers of alpha-
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thalassemia (Belisario et al, 2010a; Fertrin & Costa, 2010; Adams et al, 2003;
Steinberg & Rodgers, 2001).

The mean age at confirmed cholelithiasis was 16 years and 57.3% of our
patients developed this complication. The frequency of cholelithiasis was similar to
that described in other populations (Chaar et al, 2005; Powars et al, 2002).
Nevertheless, the development of this condition in patients with sickle cell disease is
age dependent, with a reported prevalence of 50% by the age of 22 (Curro et al,
2007).The prevalence of cholelithiasis appears to be affected by local diet and
possible genetic factors (Ballas et al, 2012). The development of gallstones usually
results from the breakdown of hemoglobin, thus coinheritance of alpha-thalassemia
can be associated with a reduction of the incidence of stones due lower hemolysis
rate (Haider et al, 1998). The protective effect of alpha-thalassemia for cholelithiasis
that we observed in our SCA patients, is in accordance with previous reported results
(Haider et al, 1998; Powars et al, 2002; Vasavda et al, 2007), but was not describe in
others (Parody et al, 2007; Alkindi et al, 2015).

The statistical analysis showed an association for SCA patients who carry all
a-globin genes, develop more frequently priapism. A similar result was described by
Nolan et al. with CSSCD patients, they reported that patients with alpha-thalassemia
coincident were slightly less likely to have priapism than patients without this disorder
(p=0.052) (Nolan et al, 2005a). (Steinberg, 2005).

Besides leg ulcer also be described as hemolytic subphenotypes of sickle cell
disease (Kato et al, 2007), we found no association with alpha-thalassemia. Leg
ulcer is a common subphenotype of sickle cell disease, with a 20.2% frequency in our
population. Its cause is unknown, but similarly to other complications of sickle cell
anemia, it might be related to lower degree of hemolysis and higher hemoglobin level
(Koshy et al, 1989; Steinberg & Rodgers, 2001; Nolan et al, 2006). Different studies
found controversial results about the alpha thalassemia protective effect for hemolytic
complications such as leg ulcers (Higgs et al, 1982; Kato et al, 2007; Pandey et al,
2011). Further studies need to be carried out but it is important to consider the
influence of social conditions and environmental factor, since trauma (such as insect
bites, common in tropical areas), infection and inflammation have all been listed as
potential causes of lower extremity ulcerations in patients with SCA (Minniti et al,
2010). We also found a similarity in hematological markers of hemolysis data
between individuals with and without a®” thalassemia deletion; this could indicate that
hemolysis and anemia were not attenuated in our patients.

The decreased concentration of HbS, leading to lower hemolysis that occurs in
SCA patients with alpha-thalassemia, consequently may result in elevated blood
viscosity; besides that, alpha-thalassemia is not associated with higher HbF levels
(Driss et al, 2009; Belisario et al, 2010b). Thus, there seems to be an increase in the
probability of some types of vaso-occlusives complications of acute painful crisis,
osteonecrosis and acute chest syndrome, although there are conflicting results
among studies (Darbari et al, 2012; Fertrin & Costa, 2010; Gill et al, 1995; Castro et
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al, 1994; Milner et al, 1991). In this study, we found no association of these
phenotypes with alpha-thalassemia.

It had been suggested that the coexistence of alpha-thalassemia would extend
life expectancy of patients with sickle cell anemia (Rumaney et al, 2014; Fabry et al,
1984). Powars et al, describes a more favorable outcome in patients with sickle cell
disease and alpha-thalassemia (Powars et al, 2002). However, it has been reported
that alpha-thalassemia could have a small effect in the clinical course of the disease
when compared to HbF levels (Steinberg, 2005). Although we confirm an apparent
better prognosis for patients with alpha-thalassemia, the overall survivals do not
show association. There was also no difference between the overall survivals of
patients based on [38 haplotypes. It is worth pointing that we analyzed a small sample
of deaths.

The present study constituted the largest in Brazil and one of the largest
literary studies that described the influence of classical molecular markers alpha-
thalassemia and haplotypes B° on SCA clinical profile. (Zago et al, 1992; Figueiredo
et al, 1996; Bezerra et al, 2007; Silva & Gongalves, 2009; Filho et al, 2010; Cabral et
al, 2011; Camilo-Araujo et al, 2014; da Silva et al, 2014; Shimauti et al, 2015; Leal et
al, 2016; Cardoso & Guerreiro, 2010; Gongalves, 2003; Adorno et al, 2004, 2008,
Belisario et al, 2010b, 2010a; Rodrigues et al, 2016; Bitoungui et al, 2015). We
reported here a protective effect of alpha-thalassemia on the development of stroke,
priapism and cholelithiasis in a population of SCA patients from Brazil, with a
cumulative incidence significantly lower for patients with alpha-thalassemia deletion.
No association was found between the hemolytic subphenotype leg ulcer and alpha-
thalassemia. This mutation also does not appear to be a modulatory influence in
vaso-occlusive complications and in overall survival of our SCA patients. The severity
of SCA found in most of our patients complies with the high frequency of the Bantu
haplotype and the Bantu/Bantu genotype; however, the B° haplotype showed no
association with clinical impact on SCA. To understand the specific clinical
heterogeneity of each population is necessary and could offer the predictions to
adapt the right treatments to the right patients and early preventive exam, could also
guide the development of novel therapies.
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Table 1. Patient’s characteristics and distribution of
different complications in sickle cell anemia.
Characteristics (n=714) norMean (% orrange)
Age, years 25 (4 -61)
Gender ratio: Male/Female  347/367 (48.6/51.4)
Painful Crisis:

0-2/year 385 (53.9)
3-5/year 272 (38.1)
>6/year 57 (8.0)
Cholelithiasis 409 (57.3)
Osteonecrosis 84 (11.7)
Acute chest syndrome 93 (13.0)
Priapism 96 (27.6)’
Stroke 69 (9.7)
Leg ulcers 145 (20.3)
Death 51 (7.1)
Control 125 (17.5)
Age, years 28 (18-52)
Gender ratio 43/83 (34/66)
Male/Female

'Considering only male patients

3.7kb

Table 2. Frequency of BS chromosomes, haplotype and -a thalassemia mutation in sickle cell anemia

patients.

B° haplotypes N (%) B° chromosomes N (%) -0 "thalassemia N (%)
CAR/CAR 399 (56.5) CAR 1050 (74.3) aa/aa 539 (76.2)
CAR/Ben 175 (24.8) Ben 262 (18.4) -a/aa 149 (21.1)
CAR/Atypical 72 (10.2) Atypical 91 (6.4) -a/-a 19 (2.7)
Ben/Ben 37 (5.0) Others® 9 (0.6)

Ben/Atypical 10 (1.4)

Atypical/Atypical 8 (1.1)

Others' 7 (0.9)

Total 706 (98,9) Total 1412 (98,9) Total 707 (99,0)

"Heterozigous for Senegal, Cameroon or Saudi-Indian haplotypes; “Senegal, Cameroon or Saudi-Indian.
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Table 3. Alpha Thalassemia status and [3S Haplotype association with clinical manifestation in Sickle cell anemia.

a Thalassemia

B° Haplotype

non-

a > positive a *" negative P-value  CAR/CAR CAR/CAR P-value
N % N % N % N %
Control 32 (25.4) 93 (74.6) Ref. 77 (61.1) 48 (38.9)
ACS 22 (24.1) 69 (75.8) 0.874 54 (59.3) 37 (40.6) 0.779
OR; CI95% 0.92 (0.49-1.73) 0.91 (0.52-1.58)
Leg ulcer 28 (19.4) 116 (80.5) 0.243 79 (54.8) 65 (45.1) 0.269
OR; CI95% 0.70 (0.39-1.24) 0.75 (0.46-1.23)
Osteonecrosis 24 (28.6) 60 (71.4) 0.637 49 (58.3) 35 (41.6) 0.667
OR; CI95% 1.16 (0.62-2.16) 0.87 (0.49-1.53)
Stroke 8 (11.7) 60 (88.2) 0.026 45 (66.1) 23 (33.8) 0.639
OR; CI95% 0.38 (0.16-0.89) 1.22 (0.65-2.26)
Priapism 17 17.7) 79 (82.3) 0.050 59 (61.4) 37 (38.5) 1.000
OR; CI95% 0.42 (0.18-0.93) 1.00 (0.48-2.08)
Table 4. Alpha Thalassemia status and [3S Haplotype association with cholelithiasis and painful Crisis

manifestation in Sickle cell anemia.

Cholelithiasis

No cholelithiasis
OR; CI95%

Painful Crisis
0-2/year
3-5/year
>6/year

a Thalassemia BS Haplotype

a *"positive o' negative P-value  CAR/CAR non- P-value
CAR/CAR
N % N % N % N %
79 (19.4) 328 (80.5) 0.006 226 (50.8) 180 (47.6) 0.283
56 (30.1) 130 (69.8) 113 (60.7) 73 (39.2)
0.42 (0.18-0.93) 0.81 (0.57-1.15)
0.361 0.304

82 (21.6) 297 (78.3) 214 (56.5) 165 (43.5)
71 (26.2) 200 (73.8) 158 (58.3) 112 (41.3)
15  (26.3) 42 (73.6) 27 47.3) 30 (52.6)
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Figure 1. Cumulative Incidence of clinical manifestation according to genotype. Cumulative Incidence

of dactylitis (A), leg ulcers (B); stroke (C) and priapism (D) in Sickle cell disease according to alpha
thalassemia status.
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Figure 2. (A) Overall survival of patients with sickle cell disease according to the presence or absence
of alpha thalassemia. (B) Overall survival of patients with sickle cell disease according to the presence
or absence of the haplotype Bantu/Bantu.
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adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em outro centro e enviar notificagfo ao CEP e ANVISA, junto
com 0 seu posicionamento.
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do grupo I ou II
apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-los também a ANVISA, junto
com o parecer aprovatdrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. Item I1L.2.e).
= Relatorios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos na

Resolugiio CNS-MS 196/96.

Homologado na Reunido do CEP de 20/10/2010
i\

Ana Lli-;iiﬂl'e Se
Coordenadora - Conité de Ptica em Resquisa -HEMOPE
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ANEXO B - CURRICULUM VITAE (LATTES)

Betania Lucena Domingues Hatzlhofer
Curriculum Vitae

Setembro 2016

Dados pessoais

Nome Betania Lucena Domingues Hatzlhofer
Filiagcao Alberto Borges Domingues da Silva e Laurene Aurea Lucena Tavares
de Melo

Nascimento 03/05/1983 - Recife/PE - Brasil
Carteira de Identidade 6371914 SSP - PE - 03/08/2000
CPF 055.053.074-69

Endereco residencial Rua Frei Jaboatdo,N-280, Apto 403-B

Torre - Recife
50710030, PE - Brasil
Telefone: 81 30319082

Endereco profissional Universidade Federal de Pernambuco, Centro de

Ciéncias da Saude, Departamento de Farmacia
Avenida Professor Artur de S& - lado par, S/N
Cidade Universitaria - Recife

50740525, PE - Brasil

Telefone: 81 21268510

Endereco eletrénico

E-mail para contato : betanialucena@yahoo.com.br
E-mail alternativo betania.domingues@ufpe.br

Formacao académicaltitulagao

2012

2008 - 2010

2003 - 2007

Doutorado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: : Fatores Genéticos Moduladores do Acidente Vascular
Cerebral na Anemia Falciforme

Orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra

Mestrado em Ciencias da Saude.

Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil

Titulo: Estudo da influéncia dos polimorfismos genéticos
relacionados a trombofilia nas complicacées vasculares das doencas
falciformes, Ano de obtencao: 2010

Orientador: Maria Tereza Cartaxo Muniz

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico

Graduacdo em Biomedicina.
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Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Titulo: PERFIL CLINICO, MOLECULAR E LABORATORIAL DE
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME PORTADORES DE
LESOES OSTEO-ARTICULARES

Orientador: Dr. Aderson da Silva Araujo

Formagao complementar

2015 - 2015

2013 - 2013

2013 - 2013

2013 - 2013

2013 - 2013

2012 - 2012

2012 - 2012

2011 - 2011

2011 - 2011

2011 - 2011

Curso de curta duracdo em PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-
gPCR). (Carga horaria: 6h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Estagio no Laboratério de Hematologia. . (Carga horaria: 40h).
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sé&o
Paulo, USP, Brasil

Curso de curta duragcdo em Capacitacdo de Imunotolerancia. (Carga
horaria: 28h).
Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, IEPAE, Sao
Paulo, Brasil

Simpodsio Internacional Multidisciplinar Hemofilia. . (Carga horaria:
8h).
Baxter Hospitalar Ltda, Baxter, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracadto em PCR em Tempo Real: Principios
basicos e Aplicacéo. (Carga horaria: 60h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Avaliagdo do Controle de Qualidade Ext -IEQAS. . (Carga horaria:
12h).
Ministério da Saude, MS, Brasilia, Brasil

Curso de curta duracdo em Projeto: Estruturacao de Laboratérios
Hemostasiia. (Carga horaria: 40h).

Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, IEPAE, Sao
Paulo, Brasil

Workshop: Triagem de Hb S por HPLC. . (Carga horaria: 8h).
Nordelab, NORDELAB, Brasil

CIMAH. . (Carga horaria: 20h).
Novo Nordisk Farmaceutica do Brasil , NOVO NORDISK, Araucaria,
Brasil

Curso de curta duragcdo em Curso de Praticas Hematologicas.
(Carga horaria: 19h).
Escola Brasileira de Hematologia, EBH, Brasil



2010 - 2010

2010 - 2010

2008 - 2008

2008 - 2008

2007 - 2007

2005 - 2007

2007 - 2007

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2005 - 2005
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Curso de curta duragcdo em Curso de Hemostasia e Trombose.
(Carga horaria: 20h).
Escola Brasileira de Hematologia, EBH, Brasil

CIMAH. . (Carga horaria: 8h).
Novo Nordisk Farmaceutica do Brasil , NOVO NORDISK, Araucaria,
Brasil

Estagio no laboratério de hemoglobina e genoma. . (Carga horaria:
40h).
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil

Curso de curta duragédo em VIl Curso de Férias - O Hemograma: do
normal ao p. (Carga horaria: 20h).

Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil

Curso de curta duracdo em VI Curso de Férias - Técnicas
Moleculares no Diagn. (Carga horaria: 20h).

Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil

Extensdo universitaria em Estagio no Lab. de Hemoblobinopatias do
Hemope.

Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil

Estagio no laboratério de hemoglobina e genoma.
80h).
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil

. (Carga horaria:

Curso de curta duragdo em Biologia Molecular Basica Avangada na
Hematologia. (Carga horaria: 6h).

Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragcdo em Il Curso de Bioética do Hemope.
(Carga horaria: 30h).

Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil

Curso de curta duragdo em V Curso de Férias - HLA. (Carga
horaria: 20h).

Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil

Extensdo universitaria em Monitoria na Disciplina de Microbiologia.
(Carga horaria: 60h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil



2005 - 2005

2005 - 2005

2005 - 2005

2004 - 2004

2004 - 2004

2003 - 2003

1995 - 1999
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Curso de curta duracdo em IV Curso de Férias "Citometria de
Fluxo". (Carga horaria: 20h).

Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco,
HEMOPE, Recife, Brasil, Ano de obtencao: 2005

Extensdo universitaria em Curso de Hematologia. (Carga horaria:
60h).

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil, Ano de
obtencdo: 2006

Extensao universitaria em Curso de Extensdo "Hb Humanas - do
Gene a Proteina. (Carga horaria: 40h).

Universidade Estadual Paulista, UNESP, Presidente Prudente,
Brasil, Ano de obtengao: 2005

Curso de curta duragcdo em Curso Basico de Biosseguranga em
Laboratério. (Carga horaria: 3h).

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil, Ano de
obtencdo: 2004

Curso de curta duracdo em Saude Publica e 25 anos de
regulamentacao Biomédic. (Carga horaria: 30h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Extensdao universitaria em XLVI Curso de Extensdao em
Hematologia. (Carga horaria: 100h).

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil, Ano de
obtencdo: 2003

Inglés Intermediario. .
Sociedade Brasileira de Cultura Inglesa, CULTURA INGLESA, Brasil

Atuacao profissional

1. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional

2013 - Atual Vinculo: Servidor publico , Enquadramento funcional:

Professor Assistente , Carga horaria: 40, Regime:
Dedicacao exclusiva

Outras  informagdes: Departamento de  Ciéncias
Farmacéuticas - CCS. Disciplina de Hematologia Clinica

Atividades

11/2015 - Atual Conselhos, Comissdes e Consultoria, Centro de Ciéncias

da Saude, Departamento de Farmacia
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Especificagdo:
Membro da Comissdo Diretora do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas

05/2015 - AtualConselhos, Comissoes e Consultoria, Centro de Ciéncias
da Saude, Departamento de Farmacia
Especificagdo:
Membro da Comissao de Pesquisa do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas

04/2015 - 11/2015 Outra atividade técnico-cientifica, Centro de
Ciéncias da Saude, Departamento de Farmacia
Especificagdo:
Coordenador de Monitoria

03/2015 - 03/2016 Outra atividade técnico-cientifica, Centro de
Ciéncias da Saude, Departamento de Farmacia
Especificagdo:
Coordenadora da Disciplina FA 106 - Imunologia Clinica

09/2014 - AtualOutra atividade técnico-cientifica, Centro de Ciéncias da
Saude, Departamento de Farmacia
Especificagdo:
Coordenadora da Disciplina FA611 - Hematologia Clinica

10/2013 - Atual Graduacao, Farmacia
Disciplinas ministradas:
Hematologia Clinica (FA611) , Analise do Hemograma
(FA671) , Estagio 6 - Analises Clinicas (FA605)

10/2013 - Atual Graduacao, Biomedicina
Disciplinas ministradas:
Exames Hematolégicos | (BR256)

Ministério da Saude - MS

Vinculo institucional

2012 -2015 Vinculo: Assessoramento Técnico , Enquadramento
funcional: Membro CAT-Hemostasia, Regime: Parcial

Atividades

11/2012 - AtualConselhos, Comissdées e Consultoria, Secretaria de
Atencao a Saude
Especificagdo:
Membro da Comissdo de Assessoramento Técnico ao
Diagnoéstico  Laboratorial em  Hemostasia (CAT-
Hemostasia)
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3. Fundacao de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco - HEMOPE

Vinculo institucional

2010 - 2013 Enquadramento funcional: Biomédica , Carga horaria: 20,
Regime: Parcial
Outras informagdes: Laboratério de Hemoglobinopatias -
UNILABE

2010 -2013  Vinculo: Contrato Temporario , Enquadramento funcional:
Biomédica , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Outras informagdes: Laboratério de Hemostasia -

UNILABE

Atividades

04/2010 - 04/2010 Outra atividade técnico-cientifica, Fundacao
Hemope
Especificagdo:

Reuniao clinica: Polimorfismos genéticos relacionados a
trombofilia em complicagbes vasculares na Doencga
Falciforme

03/2009 - 04/2009 Treinamento, Fundacdo Hemope
Especificacdo:
no Laboratério de Hemoglobinopatias. Carga Horaria 60h
, Alunos de Residéncia Médica em Hematologia

Projetos
Projetos de pesquisa

2013 - Atual Investigacdo de Moduladores Genéticos da Ulcera de Membros
Inferiores e Osteonecrose em Pacientes Portadores de Anemia

Falciforme
Descricao: A anemia falciforme é a doenca hereditdria monogénica mais
comum do Brasil, ocorrendo, predominantemente entre afro-descendentes. A causa
da doenga € uma mutacdo de ponto (GAG - GTG) no gene da globina beta da
hemoglobina (Hb), originando uma Hb anormal, a HbS, ao invés da Hb normal
(HbA). Quando desoxigenada, HbS polimeriza, formando estruturas filamentosas
(polimeros de HbS desoxigenada) que se depositam nas hemacias, modificando sua
forma e tornando-as falciformes. As células rigidas, conhecidas como células em
forma de foice, sdo responsaveis pela oclusao vascular, episddios de dor e lesido de
orgaos alvos que representam os fenémenos principais dessa doencga, tais como
crises algidas; crises hemoliticas; sindrome toracica aguda; sequestro esplénico;
retinopatia; insuficiéncia renal crbnica; autoesplenectomia; priapismo, acidente
vascular cerebral, osteonecrose e Ulceras de membros inferiores, entre outros. A
ulcera de membros inferiores € uma complicagao frequente na doenca falciforme e
ocorre devido a vaso-oclusdo, hipoxia tecidual, hemdlise e fatores genéticos,
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apresentando cicatrizagéo lenta e alta taxa de recorréncia. Ocorre entre 8% a 10%
dos pacientes homozigotos, atingindo percentual maior que 50% em pacientes que
residem em areas tropicais. A osteonecrose também é uma das complicacdes mais
frequentes na anemia falciforme. Estas lesbes decorrem da necrose avascular da
medula 6ssea e as dores refletem provavelmente o aumento da pressao
intramedular associada ao processo inflamatério. Na osteonecrose ocorre a
degeneragdo progressiva dos ossos e destruicédo articular da cartilagem, sendo uma
importante causa de morbidade na doencga falciforme. Sendo a anemia falciforme
uma doenga multifatorial, a identificacdo de varidveis genéticas podem ajudar a
definir mecanismos fisiopatoldgicos criticos nao evidentes e ser util a conduta clinica
dos médicos. O objetivo principal deste trabalho é determinar as bases moleculares
que possam influenciar no desenvolvimento de uUlceras de membros inferiores e
osteonecrose em nossa populacido de pacientes portadores de anemia falciforme
acompanhados no Hospital da Fundacao HEMOPE. A identificagcdo de polimorfismos
genéticos que possam estar associados as Ulceras e lesdes osteoarticulares na
anemia falciforme fornecera subsidios para um melhor atendimento e
acompanhamento medico, e consequentemente detectar precocemente lesbes que
possam causar sequelas graves ou afetar a qualidade de vida desses pacientes
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (4); Mestrado académico (5); Doutorado (2);
Integrantes: Betania Lucena Domingues Hatzlhofer; Patricia; Fertrin, Kleber
Yotsumoto; Bezerra, Marcos Andre Cavalcanti (Responsavel); Fernando Ferreira
Costa; Laranjeira, Luana Priscilla Moraes; Medeiros, Fernanda Silva; Falcao, Diego
Arruda; Domingos, Igor de Farias; Farias, Isabela Cristina Cordeiro; Aderson da
Silva Araujo; Luydson Richardson Silva Vasconcelos; Maria do Socorro de
Mendonga Cavalcanti; Antonio Roberto Lucena Araujo; Diego Antonio Pereira
Martins; Rayssa Leal Borges Medeiros; Manuela Andrade Costa; Mariana Barros
Souto de Souza

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-
CNPq

2011 - 2013 Estudo da via Th17 em pacientes portadores de anemia falciforme
com ulcera maleolar: descoberta de novos alvos terapéuticos
Descrigdo: A anemia falciforme é uma condicdo herdada causada por uma
mutacdo de ponto no gene da globina beta; (HBB), resultando na substituicdo do
acido glutamico pela valina na 62 posigao do gene da cadeia beta; globinica. Essa
mutacdo resulta em uma hemoglobina anormal (HbS) sendo denominada em
homozigose (HbSS). No estado de Pernambuco, a anemia falciforme afeta 1/1.400
nascidos vivos no Estado de Pernambuco. O Hospital de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco tem cadastrado atualmente 1.500 pacientes com
doenca falciforme, destes estima-se que 10% desenvolvem Ulcera maleolar. O
presente projeto visa investigar se ha uma alteracdo no nivel de citocinas que
parcicipam da via Th17 em pacientes portadores de anemia falciforme (HbSS) com
Ulcera maleolar e em pacientes HbSS sem dulcera maleolar comparado aos
voluntarios sadios
Situacao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado académico (1);
Integrantes: Betania Lucena Domingues Hatzlhofer; Araujo, Aderson da Silva;
Maira Galdino da Rocha Pitta (Responsavel); lIvan da Rocha Pitta; Suely Lins
Galdino; Maria do Carmo Alves de Lima; Silva, Rafael Ramos da; Bezerra, Marcos
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Andre Cavalcanti

2010 - 2012 Fatores Genéticos Moduladores da Gravidade Clinica da Anemia
Falciforme

Descricdo: A anemia falciforme (AF) é caracterizada por manifestacoes
clinicas graves como vaso-oclusdo, crises dolorosas, ulcera de perna, priapismo e
AVC. Complicagdes neuroldgicas ocorrem em até 25% dos pacientes com anemia
falciforme. Estudos mostram que 28 a 38% dos pacientes com AF apresentam
histérico de priapismo. Os fatores que predispdem os pacientes com anemia
falciforme a essas complicagcdes nao estdo bem estabelecidos. Existe, portanto, a
necessidade de identificar marcadores que possam distinguir pacientes com essa
complicacdo o mais precoce possivel. Estudos demonstram que pacientes
falciformes apresentam niveis plasmaticos elevados de TNF-&#945;. O TNF-&#945;
€ uma citocina pré-inflamatéria que favorece a fagocitose, o recrutamento de
neutréfilos e a expressdao da molécula de adesdo VCAM-1. Estudos in vitro
mostraram que o TNF-&#945; aumenta a aderéncia de hemdacias falcizadas as
células endoteliais dos vasos. Polimorfismos na regido promotora do gene do TNF-
&#945; (-308) (G-->A) e os SNPs (rs)2228088 (T-->G), localizado na regiao
codificadora, e (rs)3093665 (C-->A), localizado na regiao 3? nao transcrita do gene
TNF-&#945; tem sido associados com a redugédo de eventos cerebrovasculares em
pacientes com doenga falciforme. A identificacdo de variaveis genéticas que sao
associadas com priapismo, pode portanto ajudar a definir mecanismos
fisiopatoldgicos criticos nao evidentes, assim como, identificar pacientes com risco
aumentado. A presenca de polimorfismos no gene da eNOS que acarreta em
diminui¢do da atividade da enzima e consequente redugcido na biodisponibilidade de
NO e portanto é de suma importancia investigar uma possivel associagdo entre o
polimorfismo da eNOS e o priapismo na AF. SNPs no gene Klotho (KL) foram
associados com o risco aumentado de priapismo. O objetivo geral desse trabalho é
determinar as bases moleculares que possam influenciar na variabilidade de
manifestacdes clinicas da anemia falciforme, como: o priapismo e o acidente
vascular cerebral.
Situacao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacéo (8); Mestrado académico (2); Doutorado (1);
Integrantes: Betania Lucena Domingues Hatzlhofer; Bezerra, Marcos André
Cavalcanti (Responsavel); Araujo, Aderson da Silva; Fertrin, Kleber Yotsumoto;
Laranjeira, Luana Priscilla Moraes; Araujo, Nara Barbosa; Oliveira, Fernando Baltar;
Medeiros, Fernanda Silva; Hirata, Ohanna Azevedo; Pereira, Tauane Mathias;
Falcdo, Diego Arruda; Freitas, Antbénio Carlos; Pinto, Marilia Siqueira A. R,;
Domingos, Igor de Farias; Farias, Isabela Cristina Cordeiro; Laranjeira, Raysa
Samanta Moraes
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico-
CNPq

2010 -2012  Alteragdes Cerebrovasculares na Anemia Falciforme: Marcadores
Moleculares

Descricao: Complicagdes neuroldgicas ocorrem em até 25% dos pacientes

com anemia falciforme. Os fatores que predispdem os pacientes com anemia

falciforme a essa complicagdo ndo estdo bem estabelecidos. Existe, portanto, a

necessidade de identificar marcadores que possam distinguir pacientes com essa

complicacdo o mais precoce possivel. A co-existéncia de Alfa-talassemia com AF
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tem mostrado ter um efeito inibidor na formacdo do polimero intracelular. Ha
hipéteses que essa associagao protege contra o desenvolvimento do AVC na AF.
Uma segunda hipotese € que ha uma associagao do haplétipo Beta S e a incidéncia
de AVC. Por causa da importancia das complicagdes vasculares na fisiopatologia da
doenca falciforme, um numero de polimorfismos genéticos associados com
trombofilia tem sido estudado como potenciais modificadores genéticos da doenca
falciforme. Estudos demonstram que pacientes falciformes apresentam niveis
plasmaticos elevados de TNF-&#945;. O TNF-&#945; € uma citocina pro-inflamatdéria
que favorece a fagocitose, o recrutamento de neutréfilos e a expressdo da molécula
de adesdao VCAM-1. Estudos in vitro mostraram que o TNF-&#945; aumenta a
aderéncia de hemacias falcizadas as células endoteliais dos vasos. Polimorfismos
na regidao promotora do gene do TNF-&#945; (-308) (G-->A) e os SNPs (rs)2228088
(T-->G), localizado na regido codificadora, e (rs)3093665 (C-->A), localizado na
regidao 3 nao transcrita do gene TNF-&#945; tem sido associados com a redugao de
eventos cerebrovasculares em pacientes com doencga falciforme. Outro mecanismo
importante que pode estar relacionado com o AVC na AF é a biodisponibilidade de
oxido nitrico. Portanto, este trabalho tem como objetivo identificar o gendétipo Alfa,
haplétipos Beta S, mutagdes trombofilicas, polimorfismo no promotor do gene da
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e polimorfismos no gene TNF-&#945; e
avaliar o impacto clinico destas variantes em pacientes com anemia falciforme que
apresentaram quadro de acidente vascular cerebral.

Situacao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (3); Mestrado académico (1);

Integrantes: Betania Lucena Domingues Hatzlhofer; Fertrin, Kleber Yotsumoto;
Bezerra, Marcos Andre Cavalcanti (Responsavel); Araujo, Nara Barbosa; Freitas,
Anténio Carlos; Pinto, Marilia Siqueira A. R.; Domingos, Igor de Farias; Farias,
Isabela Cristina Cordeiro; Claudia Cristina Montes; Ana Claudia Anjos; Aderson da
Silva Araujo

Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de
Pernambuco-FACEPE

Projeto de extensao
2015 - Atual Projeto Analises Clinicas

Descricdo: O Laboratério da Unidade de Analises Clinicas caracteriza-se
como 6rgao suplementar de apoio as atividades de ensino, pesquisa e extensao.
Constitui-se em laboratério préprio para expansdo das atividades de ensino e
extensdo, além da ministracdo de aulas praticas do Curso de Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas. Este Projeto de Extensdo tem por finalidade atender o
descrito anteriormente, sob a responsabilidade académica de docentes das Analises
Clinicas do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas e a participagao de técnicos
farmacéuticos e de alunos de graduagdo em ciéncias farmacéuticas, estes na
condigao de estagiarios. Os resultados almejados sao: 1- Melhoria do ensino para os
estudantes de graduagéao em ciéncias farmacéuticas, estimulando a sua participagao
no acompanhamento e co-execugao (orientada pelos docentes e técnicos
responsaveis) das atividades em analises clinicas, aplicando os conhecimentos
tedricos adquiridos em sala de aula. 2- Maior insercdo dos docentes da area das
analises clinicas nas atividades de orientacdo académica aos estudantes e de
extensdo, com transferéncia de conhecimento e assisténcia as comunidades interna
e externa.
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Situacdo: Em andamento Natureza: Projeto de extensao

Integrantes: Betania Lucena Domingues Hatzlhofer; Eliane Lafayette Araujo
(Responsavel); Samuel Daniel de Sousa Filho; Altair Vanderlei Lopes; Josineide
Brandao de Paiva; Simone da Paz Ledncio Alves

Areas de atuagao

1. HEMATOLOGIA

2. Biologia Molecular

3. Hemoglobinopatias

4. HEMOSTASIA

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Bem , Lé Bem
Espanhol Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente , Escreve

Razoavelmente , Lé Razoavelmente

Prémios e titulos

2010 Titulo de Mestre em Ciéncias da Saude, Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade de Pernambuco

2009 2° Jugar como DESTAQUE DE POS-GRADUACAO STRICTO
SENSU, Ill Encontro de pés-graduacgao e pesquisa da Universidade
de Pernambuco-UPE

Producao

Producao bibliografica
Artigos completos publicados em peridédicos

1. LEITE, LUIZ ARTHUR CALHEIROS; FERREIRA, RITA DE CASSIA DOS
SANTOS; Hatzlhofer, Betania Lucena Domingues; CORREIA, MARIA
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no gene NOS3 T-786C no desenvolvimento de Sindrome toracica aguda em
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