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RESUMO

Introducdo: A anemia falciforme é o resultado de uma mutacduyab (GAG - GIG) no
codon do gene da globifia conduzindo a uma substituicdo de 4cido glutarmparovalina na
sexta posicao da cadeia polipeptidica. A HidroxaufélU) é o quimioterapico considerado
como principal agente farmacologico capaz de pievas complicacbes e aumentar a
qualidade de vida dos pacientes com anemia faldo(AF). Embora a HU tenha sido
associada com um aumento do risco de neoplasiasalgoms pacientes com doencas
mieloproliferativas e AF, seu potencial mutagén&aarcinogénico ainda ndo esta bem
estabelecidoObijetivo: Investigar os niveis de lesdo no DNA em leucocdessangue
periférico e possiveis alteracdes cromossdmicaséuias de medula 6ssea e correlaciona-
los com o tratamento com HU e com os polimorfisgeséticos em pacientes com AF em
Fortaleza, Ceardletodologia: Foram analisadas amostras de 41 pacientes cor&rARim
segundo momento, foram selecionados os 10 pacigaéeapresentaram 0s maiores niveis de
lesdo no DNA. O grupo controle foi composto por iBfividuos saudaveis. Todos o0s
pacientes eram adultos e de ambos os sexos. Anpeede HbS e a analise dos haplétipos do
cluster do gene da beta-globina foram realizadasymo da técnica da reacdo em cadeia
mediada pela polimerase para polimorfismo dos congmtos dos fragmentos de restricao
(PCR-RFLP); a determinacdo dos niveis de lesdoMa 10i realizada pelo teste do cometa;
e a andlise de possiveis alteracbes cromossOnuicasafizada pela técnica de citogenética
por bandeamento G. O nivel de significancia fod @ para todos os testes, e os dados foram
apresentados como média * erro padrdo da média)EHRidultados:O indice de dano (ID)
no grupo dos pacientes com anemia falciforme tegtacbom hidroxiuréia (AFHU) foi
significantemente maior do que no grupo controle<(,001). Sexo e idade nao foram
associados a leséo no DNA nos controles ou pasieu@ AFHU. No grupo de pacientes
com AFHU, o ID foi significantemente influenciadelp tempo de tratamento com HU
(p=0,0039) e indice de massa corporal (IMC) (p8D)0Pacientes com tempo de tratamento
> 20 meses e IM& 20 kg/nf tiveram um ID significantemente maior do que agsiglom
tempo de tratamento < 20 meses e IMC > 20 kghenhuma diferenca significante em
relacdo a dose média diaria de HU foi observadeesotD (p=0,950), contudo pacientes que
receberam uma dose de HU20,0 mg/kg/dia mostraram um maior ID do que aguelee

receberam < 20.0 mg/kg/dia. Além disso, foi obsgavwama associacao entre ID e haplotipos



do gene da beta-globina. Os valores de ID parapbdtigo Bantu/Bantu foram maiores
guando comparados ao haplétipo Benin/Benin; e édhipp Bantu/Benin teve um menor ID
do que o haplétipo Bantu/Bantu e maior do que ddtigp Benin/Benin. Nenhuma alteracao
cromossoOmica foi identificada nos 10 pacientes apresentaram 0s maiores niveis lesdo no
DNA. Conclusdes: O resultado mostra que a lesdo no DNA na AF nda ssmente
associada ao tratamento com HU, mas também a péimos genéticos. Além disso, foi
encontrado que a presenca de genotoxicidade e qfiBmo genético favoravel néo

significam a presenca de mutagenicidade.

Palavras-chave Anemia Falciforme. Hidroxiuréia. GenotoxicidadeTestes de

Mutagenicidade. Polimorfismos.



ABSTRACT

Introduction: The sickle cell anemia is the result of a point atioh in thep-globin gene,
leading to a substitution of glutamic acid by valiat the sixth position of the polypeptide
chain. The Hydroxyurea (HU) is the chemotherapeuwtyent considered as the main
pharmacologic agent capable of preventing the cmatpdns and improving the quality of
life of sickle cell anemia (SCA) patients. Althoublv has been associated with an increased
risk of neoplasia in some patients with myelopeshtive disorders and SCA, the mutagenic
and carcinogenic potential of HU has not been éstadul. Objective: Investigate the levels
of DNA damage in peripheral blood leukocytes andsgme chromosomal abnormalities of
bone marrow cells and correlate with the therapghwHU and with the genetic
polymorphisms in patients with SCA in Fortalezaat@eMethods: We analyzed 41 patients
with SCA. In a second step, we selected 10 patietits had the highest levels of DNA
damage. The control group was composed of 26 hemlthviduals. All patients were adults
of both sexes. The presence of HbS and the analydise haplotypes of the beta S gene
cluster were done by polymerase chain reactiomicéen fragment length polymorphism
(PCR-RFLP); to measure levels of DNA damage wasdpncomet assay; and the analysis
of possible chromosomal abnormalities was done byb#&hding cytogenetics. The
significance level was 0.05 for all tests, and dae¢se presented as mean + standard error of
the mean (SEM)Results: The damage index (DI) in the group of patients veitkle cell
anemia treated with hydroxiurea (SCAHU) was sigaifitly higher than in controls (p <
0,001). Gender and age were not associated DNA glaimacontrols or SCAHU patients. In
the group of SCAHU patients, DI was significanthfluienced by length of HU treatment
(p=0,0039) and BMI (p= 0.001). Patients with lengftHU treatment 20 months and BMI

< 20 kg/nf had a significantly greater DI than those withggnof HU treatment < 20 months
and BMI > 20 kg/m. No influence significant of mean dose of HU wasserved on DI
(p=0,950), however patients who received a meanddse> 20,0 mg/kg/day showed a
higher DI than those who received < 20.0 mg/kg/deythermore, an association was
observed between DI damage and beta-globin geretipags. DI values for the Bantu/Bantu
haplotype was greater when compared to the BemiviBeaplotype; and the Bantu/Benin
haplotype had a less DI than Bantu/Bantu haplogypkgreater than Benin/Benin haplotype.
Any chromosomal abnormality was identified in 1Qigats who showed higher levels of
DNA damage.Conclusions: The result shows that the DNA damage in SCA is omdy



associated to treatment with HU, but in additiomémetic polymorphisms. Furthermore, was
found that the presence of genotoxicity and favierglenetic polymorphism do not mean the
presence of mutagenicity.

Keywords: Sickle Cell Anemia. Hydroxyurea. Genotity. Mutagenicity Tests.
Polimorphism Genetic.
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1 INTRODUCAO
1.1 A molécula de hemoglobina

A hemoglobina (Hb) é uma proteina com peso molecalaroximado de 64
kilodaltons (KD), representando 95% das proteiras atitrécitos. Sua principal funcéo é a
absorcdo, o transporte e a distribuicdo de oxigpaim@a os diversos tecidos do organismo
(BUNN; FORGET, 1986; MACKA; KATOA, 2006).

A molécula de hemoglobina é formada por quatro sigdawles, sendo cada
subunidade composta por uma cadeia polipeptide@grdinada globina, e um grupo heme
(Figura 1). O grupo heme é formado pelo complexm{protoporfirina 1X, sendo o atomo de
ferro o sitio de ligacdo com o oxigénio, portar@ola molécula de hemoglobina é capaz de
combinar-se com quatro moléculas de oxigénio. Adeiea globinicas se agrupam
normalmente em pares, de acordo com o tipo de Helbing, sendo um par denominado de
cadeias alfao- alfa, - zeta) e outro de cadeias beebeta,s-delta, y-gama,e-épsilon). As
cadeias das globinas alfa possuem uma sequénciadeaminoacidos e as cadeias das
globinas beta uma sequéncia de 146 aminoacidosbi@agdes entre as cadeias globinicas
dao origem as diferentes hemoglobinas presentesritaxitos, desde o periodo embrionario
até a fase adulta, sendo produzidas no decorrertdgas do desenvolvimento humano
(BUNN; FORGET, 1986; WEATHERALL; PROVAN, 2000; MARE50-ROWE, 2006).

Figura 1- Estrutura da Hemoglobina normal.

Cadeia polipeptidica

Cadeia g |_

Cadeia o

Hemoglobina

Font&ilvaet al, 2006.
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A génese das cadeias globinicas é regulada popageantosdlusterg de genes nos
cromossomos 11 e 16 (Figura 2). Os genes das gkbiestao localizados em um segmento
de DNA de 40 kilobases (Kb) no braco curto do cresomo 16. Os genes das globifias
estdo localizados em um segmento de DNA de 60 Kirago curto do cromossomo 11. A
organizacdo dos genes nos cromossomos 11 seguararmedem em que Sa0 expressos nos
periodos embrionario, fetal e adulto. O conjuntotodos estes genes é o resultado da
duplicacdo de um gene primordial que existiu axdpradamente 500 milhdes de anos, sendo
provavelmente resultado de uma diferenciagdo postap longo do processo evolutivo
(STEINBERG; BENZ JUNIOR, 1995; HARDISON, 2001).

O grupo de genes é constituido pelos genes e o2, que diferem apenas no segundo
intron; pseudogenes(y ot ey 02); genel?; pseudogené (v (1) e gened? (teta) (Figura 2A).
Os pseudogenes, apesar de apresentarem uma astrsitailar aos seus genes
correspondentes, ndo expressam cadeias polipgstidic gen®, até o presente momento,
nao esta associado a expressao de hemoglobinarah¢STEINBERG; BENZ JUNIOR,
1995; WEATHERALL; PROVAN, 2000)

O grupo de geneB é constituido pelo gene genesy (y*e v°), pseudogenp (y B) e
0os genes e p (Figura 2B). As cadeias polipeptidicas decorred@sexpressao do gene
devido a mecanismos de duplicacdo e conversdogétiferem no aminoécido da posicéo
136, podendo ser uma glicing®( ou alanina y(*) (STAMATOYANNOPOULOS;
NIENHUIS, 1994; WEATHERALL; PROVAN, 2000; NAGEL; HINBERG, 2001).
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Figura 2- Representacéo dos locis dos genes da glebéndos genes da beta-globina humana.
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(A) grupo de genes da globinalocalizado no cromossomo 16p13.3.

Fonte: Weatherall e Provan, 2000.

(B) grupo de genes da beta-globina, localizadoramossomo 11p15.5; as setas indicam o gene dalodtima
expandido, sendo composto por 3 éxons e 2 inttotadizando 1587 pb.

Fonte: Clark e Thein, 2004.

A regulacdo da expressao dos genes da globinavenwcanismos sequenciais de
ativacdo e inativacao, resultando na sintese daedies cadeias globinicas. Os mecanismos
de regulacéo ainda estdo sendo estudados, mas &lgbalhos demonstram que as interacdes
de fatores transcricionais em estagios especifecaegido controladora do locus (LCR) no
grupo de genel, a presenca de sitios hipersensiveis a DNAse 4@ B0 grupo de genes
as sequéncias cis que atuam positiva ou negativenmen regulacdo da transcricdo e 0s

fatores de transcricdo eritréides ou néo-eritroig@ssam estar envolvidos (NAGEL,
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STEINBERG, 2001; STAMATOYANNOPOULOS, 2005; BANK,0Q6; MAHAJAN,;
WEISSMAN, 2006; ADORNGet al, 2008a).

Diferentes hemoglobinas foram identificadas duranfgocesso de desenvolvimento
ontogénico humano, sendo que as hemoglobinas Gbwgt,), Gower 2 {,¢,) e Portland
(C2v2) s@o encontradas somente nos primeiros estagiesndaogénese, por um periodo de
atée trés meses do inicio da evolucéo gestaciomameglobina fetal (HbFhgy,) é produzida
na vida intra-uterina, decaindo logo apo0s os saises) de vida, apresentando quantidades
menores que 2 % no adulto normal; e as hemogloBi@asp,) e A (0202) estdo presentes na
vida adulta, alcancando niveis médios de 97% e 3/&8%¥pectivamente (Figura 3). As
proporcdes entre as cadej&d y* da HbF é de 70/30 no periodo fetal e 40/60 na adtidta
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; NAGEL; STEINBERG, 2001).

Figura 3- Representacdo esquematica da expressao dos dgmgsbina e principais sitios de producéo

durante os diferentes periodos do desenvolvimearttigénico humano.
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Fonte: Steinberg, 2001.

1.2 Hemoglobinopatias

A heranca do intenso processo de miscigenacao id@ono Brasil refletiu nos
aspectos culturais, sociais e génicos da populd@uire as varias caracteristicas herdadas,

estdo as modificacdes ou mutacdes génicas que padetar em doencas. Como exemplo
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pode-se citar as hemoglobinopatias, que constituera das principais e mais frequentes
doencas genéticas que acomete os seres human®J@AO; FONSECA, 2004; SILVA
FILHO et al,, 2005).

As hemoglobinopatias sdo um grupo de doencas gasgticaracterizadas por
alteracdes na porcédo protéica da molécula de heiniogl Estas alteracdes sao classificadas
como estruturais ou de sintese. As alteracOest@siisl incluem substituicdo, delecdo e
insercdo de um ou mais aminoacidos, além da fusdduds cadeias polipeptidicas. As
alterac6es de sintese de hemoglobina, denominatkssdmias, envolvem a redugéo ou
auséncia de sintese de um ou mais tipos de cgudipsptidicas, dependendo do mecanismo
e genotipo envolvido (BUNN, 1997; WEATHERALL; PROWA 2000).

Existem aproximadamente 1.594 variantes de hemiogla®scritas no mundo inteiro
(GLOBIN GENE SERVER, 2014). Entre as hemoglobinagiantes mais frequentes
encontram-se as hemoglobinas S, C, D e E (BUNN/;M@EATHERALL; PROVAN, 2000;
OLD, 2003). Segundo o Boletim da Organizacdo MundéaSaude (OMS), as doencas da
hemoglobina estdo atualmente presentes em 71%%dpa?@s do mundo. Estima-se que 5%
da populacdo mundial seja portadora dos genes madhebina S (HbS) e de talassemias
(MODELL; DARLISON, 2008).

O grupo de alteracdes genéticas caracterizadagppaiiominio da HbS denomina-se
Doenca Falciforme (DF), que inclui: a anemia falofie (HbSS), as interagbes com
talassemias (Sp° talassemia e Sp* talassemia) e a associagcdo com outras variantes de
hemoglobina (HbSC, HbSD). Traco falcémico é a denagiio dada a individuos
heterozigotos para a hemoglobina S (AS) (BONINI-DIRRAOS, 2006).

Os individuos heterozigotos para a HbS (AS) possubemacias com
aproximadamente 20 a 45% da hemoglobina variarg@oegeralmente assintomaticos; os
homozigotos (SS) possuem hemacias contendo 80%aisida HbS, sendo portadores de
anemia hemolitica crénica grave, acompanhada ponifestacdes clinicas variaveis
(CHANG et al,, 1997; WEATHERALL; PROVAN, 2000).
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1.3 Epidemiologia da HbS

A HbS possui distribuicio mundial, sendo mais feee na Africa, Oriente Médio,
Sul da Europa, India, Paquistdo, América do Sulaeb@® (METCALFEet al, 2007). A
Africa possui a maior frequéncia da hemoglobinaavae, principalmente na regido Centro-
Ocidental, Atlantico-Ocidental e Sul (COSTA, 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima queda @no nascam 300 mil
criancas com DF; entre estas, somente na Africeenag00 mil criangas com a forma mais
grave, a AF (BRASIL, 2009).

No Brasil, segundo o Programa Nacional de Triageranidtal (PNTN) do Ministério
da Saude, nascem 3.500 criancas por ano com DB.@0®0com tracgo falciforme. Estima-se
que 7.200.000 pessoas sejam portadoras do tragmiab e entre 25.000 a 30.000 possuam
DF (BRASIL, 2008; FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010).

O maior estudo de prevaléncia e distribuicdo de dggobinopatias realizado no
Brasil, em 1987, indicou que 3,08% dos 55.217 iidios analisados apresentavam padroes
de hemoglobina alterados, e destes, 2,49% eramant@si estruturais. Os individuos que
apresentavam HbAS representaram 60,95% do totapddadores de hemoglobinopatias,
enquanto que a condicao HbAC foi detectada em ¥ @3s casos e a frequéncia de HbSS
foi de 0,04% (NAOUMet al,, 1987).

O genep® apresenta distribuicdo heterogénea entre os diésrarstados brasileiros,
variando de acordo com a regido estudada. Estudostridgem neonatal para
hemoglobinopatias foram realizados, principalmenés, regides Sudeste, Sul e Nordeste do

pais.

Na regidao Sudeste, Ducatt al. (2001) encontraram a presenca de 3,7% de trago
falcémico em 913 amostras de recém-nascidos end&#do Rio Preto; Brandelisé al
(2004) descreveram a prevaléncia de 0,02% para §S3SFe SC) ao estudarem 281.884
recém-nascidos durante o programa de triagem racgrat Campinas. No estado do Rio de
Janeiro, foi observada a presenca de 4,7% de tedg@mico em um estudo com 99.260
recém-nascidos (LOB@t al, 2003). No estado de Minas Gerais, 0 programaridgem
neonatal detectou um caso (0,06%) de DF para ca&@a hascimentos (SERJEANT, 2000).
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Na regiao Sul do Brasil, em um estudo realizad®iwoGrande do Sul, foi encontrado
apenas um caso (0,0008%) de AF e 1,14% de tracénfizdo em 117.320 recém-nascidos
(SOMMER et al, 2006). Daudtet al. (2002) encontraram 1,2% do gene S entre recém-
nascidos de Porto Alegre. A prevaléncia da AF nadesdo Parana, determinada pelas
amostras das criangas que se submeteram ao "tegézitiho", foi de 2,2% em cada 100.000
nascidos vivos (WATANABEet al, 2008).

Na regidao Nordeste, Bandeied al. (1999) descreveram a frequéncia de 5,1% para o
traco falcémico e de 0,2% para a DF em 1.988 raw#suidos no estado de Pernambuco; em
Natal, Rio Grande do Norte, Aratg al (2004) encontraram 1,5% de recém-nascidos com
traco falcémico e 0,05% de portadores da AF. Nadestla Bahia, onde se encontra uma
significante heterogeneidade genética, Adanal. (2005) descreveram a frequéncia de 9,8%
de traco falcémico, 0,9% de heterozigotos duploe $2% de portadores da AF em recém-
nascidos de uma maternidade publica da cidade ldaddaBA; Silvaet al (2006), em um
estudo de triagem neonatal na regido do RecOncaven® descreveram que entre 9,5 e
11,4% dos recém-nascidos sdo portadores de hemmuayl8b Em Fortaleza, Pinheiei al.
(2006) encontraram a prevaléncia de 4,1% de podadie HbS em 389 amostras de recém-
nascidos.

Analisando as pesquisas realizadas nas difereatg8es do Brasil, a HbS € mais
frequente na regido Nordeste, o que corrobora codados do Ministério da Saude (ZAGO,
2002). E conhecido que a presenca da hemoglobinanta esta relacionada com o
componente afro-descendente e, segundo dados d6, BNordeste é a regido que possui a
maior populacdo de descendentes negros, quandalgsraanumero de individuos pretos e
pardos (Mapa da Distribuicdo Espacial da Populaggguyndo a cor ou raca — Pretos e Pardos
- IBGE, 2010).

1.4 Anemia falciforme: do defeito molecular as mamestacées clinicas

A AF é caracterizada pela homozigose da hemoglotina(SS) (BONINI-
DOMINGOS, 2006), em decorréncia de uma mutacaouadfGAG —» G G) no codon do
gene da globing, conduzindo a substituicdo de um acido glutamiop v@alina na sexta
posicdo da cadeia polipeptidica. A hemacia contenéthS pode sofrer polimerizacdo em
tensdes diminuidas de oxigénio, formando estrutfitamentosas que se depositam no

interior da mesma, modificando sua forma e tornaasldalciformes. O fendbmeno de
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falcizacdo pode ser revertido quando concentragf®msdas de oxigénio sdo novamente
atingidos, sendo que falcizagBes sucessivas alterastrutura da membrana da heméacia,
favorecendo a formacdo de células irreversivelmdaleizadas (CHANGet al, 1997,
GONCALVESet al, 2003).

A primeira descricdo de hemécias falciformes fovidie & observacdo de células
alongadas e em forma de “foice” no sangue peridéiie um paciente anémico da india, pelo
meédico Robert Herrick, em Chicago, no ano de 194ARENGO-ROWE, 2006).

A formacdo de polimeros de HbS no interior das l#saacarreta multiplas
alteracbes na célula, tais como o efluxo de paiassaumento do calcio intracelular e de
membrana, a formacédo de polimeros da Hb com pestela membrana e a exposicédo de
moléculas de adesdo da membrana celular, entrasoitém disso, essas alteragbes séo
responsaveis por modular varios processos na dogigaomo o inflamatério crénico, dano
endotelial, aumento do estresse oxidativo e o esthd hipercoagulabilidade, através do
aumento da adesdo de hemacias ao endotélio, ddesanda fen6menos inflamatérios que
alteram também os granuldcitos e as plaquetasjeesmi a membrana da hemécia,
encurtando sua sobrevida na circulagdo; promovedese microvasculares; causam uma
deplecao de oxido nitrico (NO), que contribui paagoconstricdo, ativacdo da inflamacéo e
ativacdo da cascata da coagulacdo. Toda a cadeailkeda;des que ocorrem nas moléculas,
células, tecidos e 6rgdos do paciente com AF ligadefeito molecular as manifestacdes
clinicas da doenca (Figura 4) (ZAGO; PINTO, 2007).
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Figura 4- Relagdo entre fendmenos fisiopatologicos e mstifdes clinicas no paciente com anemia
falciforme.
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Fonte: Zago e Pinto, 2007.

Os pacientes com AF possuem um quadro clinico dg&aeo. Alguns pacientes
apresentam evolugdo clinica desfavoravel, comdetao crescimento e desenvolvimento,
além de alteracbes em varios 0Orgdos, que sdo peoves da hemdlise continua e dos
fendmenos de vaso-oclusdo ocorridos durante o darslmenca; enquanto outros apresentam
evolucdo menos grave (BUNN; FORGET, 1986; WEATHERARROVAN, 2000; SILVA
et al, 2009a; SILVAet al, 2010).

A heterogeneidade clinica da doenca tem sido ozlada a fatores adquiridos e
genéticos. Entre os fatores adquiridos destaca-saivel socioecondémico, com as
consequentes variagfes nas qualidades de alimenfae&encdo de infeccbes e assisténcia
médica (ZAGO, 2002; ZAGO; PINTO, 2007). Entre awmfas genéticos estdo as variacdes na
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concentracdo de HbF, o tipo de haplétipo asso@adgene da HbS e a co-existéncia de alfa-
talassemia (STEINBERG, 2001; ZAGO, 2002; SIL¥#al, 2009a; SILVAet al, 2010).

Entre as manifestacfes clinicas mais frequenteledaca estdo a anemia, Ulceras de
perna, crises aplasticas, sequestro esplénic@scaigicas, sindrome toracica aguda (STA),
acidente vascular cerebral (AVC), alteracbes pubmeme oftalmoldgicas, priapismo, retardo
no crescimento e desenvolvimento, suscetibilidagdeeatada a infeccbes e alteracdes em
varios 6rgdos (WEATHERALL; PROVAN, 2000; STUART; NBEL, 2004).

A principal causa da anemia nesses pacientes @aaeza hemolitica, outros fatores
podem contribuir para a génese da anemia ou atpavdemo a caréncia de folato,
insuficiéncia renal, crises aplasticas e esplenati®egjue também podem ocorrer no curso
da doenca. Embora a maioria dos pacientes com #fame autoesplenectomia em virtude
dos repetidos episodios de enfartes esplénicosgsepacao do bago é mais frequente nos
pacientes que receberam transfusdes irregularnthmnte a infancia (ZAGO; PINTO,
2007).

Os sintomas e consequéncias da anemia fazem paeteotlicdo da doenca, podendo
ser associada com o retardo da maturacdo sexualambrecarga cardiaca e insuficiéncia
cardiaca na terceira década de vida, além do apeneo de Ulceras de perna (ZAGO;
PINTO, 2007).

As crises aplasticas sdo mais frequentes nos pasanos de vida e sdo causadas por
infecg@o por parvovirus B19, que apresentam citoitdade principalmente aos precursores
eritréides. Em individuos normais, a aplasia ttanisi produzida pela infeccdo viral passa
despercebida, pois resulta em queda discreta dzwcwacdo de hemoglobina, no entanto, nos
pacientes com AF, a supressdo da eritropoese pansldias € suficiente para agravar
acentuadamente a anemia (BORSA&Dal, 2000; STUART; NAGEL, 2004; YOUNG;
BROWN, 2004; ZAGO; PINTO, 2007).

O sequestro esplénico € mais frequente nos domsepds anos de vida, sendo
caracterizado pelo aumento do baco, diminuicdo dacemtracdo de hemoglobina e
reticulocitose, podendo acarretar um colapso Gtérib que pode conduzir a 6bito por
anemia e choque hipovolémico (STUART; NAGEL, 200@uando ocorrem Nnumerosos

enfartes, levando a fibrose e desaparecimento ¢lo t@s primeiros 2-5 anos de vida, o que
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pode ser precedido de perda da funcdo (asplent@ohal), ha um aumento do risco de
infeccdes graves, especialmente @reptococcus pneumoniaklaemophilus influenzae,
Neisseria meningitidie Klebsiella sp., entre outros, que podem acarretar meningites o
septicemias graves associadas a elevada mortalidasie € a principal causa de obito na AF
dos pacientes na primeira infancia. O uso de medigeofilaticas como vacinas
antipneumocacicas e profilaxia com penicilina recum drasticamente o 6bito das criangas
com a doenca (ZAGO; PINTO, 2007).

A dor no paciente falciforme pode ser aguda ouicedm\ abordagem da dor crbnica é
mais complexa, principalmente porque na maioriasitaacées ndo ha uma causa Unica que
pode ser tratada. Geralmente esta associada aseexseéptica da cabeca do umero ou do
fémur, causada pela isquemia 0ssea cronica enslpoaico vascularizados. Os eventos de
dor aguda se desenvolvem de forma bastante hete@gecorrespondem as manifestagcfes
clinicas mais comuns da AF, sendo associados ansguecidual aguda causada por vaso-
oclusdo. A topografia mais frequentemente relatdmtange membros inferiores e superiores
(ZAGO; PINTO, 2007).

Os episddios de dor e inchago dos pés e das maosli{e) correspondem a um
processo inflamatorio iniciado por necrose da nmedskea nas porcdes distais dos membros,
sendo mais frequente nos dois primeiros anos @ pis com o crescimento a medula éssea
dessa regido é substituida por medula gordurosaandestacdo ndo mais ocorre. ApOs esse
periodo, a interrupcdo de fluxo sanguineo nas midises de 0ssos grandes e estruturas
periarticulares favorecem o desenvolvimento deesrde dor, principalmente na tibia, mero
e fémur. Crises de dor abdominal sdo frequentematnieuidas a pequenos infartos de
mesentério (COSTA, 2001; ZAGO; PINTO, 2007).

A STA esta associada a um elevado indice de nuati#i entre os portadores da
doenca, sendo caracterizada por febre, dispnéia,ndopeito, leucocitose e infiltrado
pulmonar (KLINGSet al.,, 2006; ZAGO; PINTO, 2007). Envolve episédios dsarocluséo e
infeccdo, que estdo na maioria das vezes combinbidosvidéncias de que em muitos desses
casos ocorram infecces primarias ou secundariasypooplasma, Legionella Chlamidia
embora muitas vezes as culturas de escarro e hé#nrasypara bactérias resultem negativas
(ZAGO; PINTO, 2007). A complicacdo € geralmentecpkda ou acompanhada de dor em
10% a 25% dos pacientes quando ocorre até a idadé® dinos, e em menos de 5% dos

pacientes apos essa idade; por outro lado, 5% adé&pacientes do primeiro grupo tém
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febre, em comparacdo com cerca de 50% phasentes mais velhos (VICHINSK¥t al,
1997).

O AVC € uma complicacdo também grave que podergbatzientes com AF e esta
associado a elevada mortalidade, principalmentere@ancas entre 2 e 5 anos de idade, com
reducdo de incidéncia entre 10 e 19 anos. Alguttwels de risco estdo relacionados a
ocorréncia de AVC, como concentracdes diminuidashemoglobina total e de HbF,
leucocitose, hipertensédo, ocorréncia prévia deeatéd isquémico transitério e de STA
(BUCHANAN et al, 2004;STUART; NAGEL, 2004.

A evolucdo da AF € marcada por um amplo espectroodglicacdes clinicas, que
atingem a maioria dos orgaos. Algumas dessas coegpks ndo reduzem a expectativa de
vida do paciente, embora possam comprometer coaselmente a qualidade de vida, tais
como: Ulceras de pernas, retinopatia, necrose ,0espacialmente da cabeca do fémur, e
calculos de vesicula. Outras alteracdes, no entaotoprometem a funcéo de 6rgaos vitais e
estdo diretamente associadas a risco de destacando-se as infeccbes, as complicacdes
cardiorrespiratdrias, a STA, a insuficiéncia remal AVC (HEENEY, 2005).

Algumas das manifestacdes tém uma acentuada pred@locia ou estdo limitadas a
uma faixa etaria, sendo que os mecanismos nem sesdmr evidentes. A insuficiéncia
cardiaca, a insuficiéncia renal e a retinopatia m@mifestacdes tipicamente tardias, pois
exigem uma longa evolugéo da lesao tissular panmeagfestarem. Da mesma forma, 0s
calculos biliares acumulam-se apds varios anosd®lise cronica e excre¢cdo aumentada de
bilirrubinas HEENEY, 2005) Por outro lado, a dactilite limita-se aos priragianos de vida
(ZAGO; PINTO, 2007).

1.5 Fatores genéticos moduladores da Anemia Faldifoe

Embora o mecanismo dos processos que influencipaotiraerizagdo da HbS estejam
bem caracterizados, a explicacdo para a heterageleefenotipica e a ampla variabilidade
clinica da AF permanece um mistério. Varios satatges identificados como moduladores
da clinica da AF, entre eles estdo a concentragabld-, grupos de haplétipos da beta-
globina e a coexisténcia de alfa-talassemia (STEHR®, 2001; ZAGO, 2002;
FIGUEIREDO, 2007; LETTREet al, 2008; ADORNOet al, 2008a ; SILVAet.al, 2009a;
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SILVA et al, 2010; CARVALHO et al, 2012; BANDEIRAet al, 2013; ROCHAet al,
2013).

Hemoglobina fetal

A HDF inibe a polimerizacdo da HbS devido a fornmagé um hibrido assimétrico,
que é composto por cadeias polipeptidicas das Heasoglobinas dp%) (STUART;
NAGEL, 2004). O hibrido formado entre a HbS/HbF qubsmaior estabilidade quando
constituido pelas cadeigS do que pelas cadei@$. A presenca da alanina na posicéo 136 da
cadeiay parece interferir com a interacdo entre as cadei$®, diminuindo o efeito na
prevencao da polimerizacado da HbS (BHAUMIK, 1994).

A HbF é um dos moduladores do fendtipo clinico da AHGUEIREDO, 2007;
SILVA et al, 2009a) O aumento dos niveis de HbF esta associado gaedla morbidade e
mortalidade da doenc&TEINBERGet al, 2003) Atualmente diversos agentes citotoxicos,
como a hidroxiuréia (HU), tém sido utilizados e danpente estudados no tratamento da AF,
pois estimulam a sintese de HISTEINBERG, 2001FRANCESCHI; CORROCHER, 2004;
STUART; NAGEL, 2004PLATT, 2008)

A concentracdo de HbF é geneticamente controlaslaaPlotipos ligados ao grupo de
genes da globing e alteragcGes na regido controladora do locus (L@&RYylobinap sé&o
importantes fatores que podem alterar a concemirdgdHbF, além desses, estdo sendo
recentemente estudados diferentes SNPs (polima$isaie nucleotideos simples) que
parecem ser determinantes na regulacao dessa lummagFIGUEIREDO, 2007; THEINet
al., 2009; GALARNEAUEet al,, 2010; SILVAet al, 2010).

Os haplotipogpodem refletir variacdes polimorficas em elememissegulatorios, os
quais podem alterar a ligacdo de proteinas quamatiwu inibem a transcricdo de um gene,
modificando o balanco reciproco entre a expressdogéne$® e y. Uma das variacdes de
elementos cis € a ocorréncia do polimorfis@d, localizado na posicao -158 da regiao
promotora do geng® (-158C-F°), presente nos haplétipos Senegal e Arabe-Indiserago
fortemente relacionado a niveis elevados de Hbpressdo aumentada do geffe quando
comparado ao geng' e, consequentemente, menor gravidade das mandestatinicas
(STUART; NAGEL, 2004; STEINBERG, 2005; STEINBERG; E®&OYE, 2006)
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A regido controladora do locus (LCR) da globph@ompreende uma série de cinco
sitios hipersensiveis a acdo da DNAgES-1 a HS-5), presentes entre 6 a 18 Kb nagfosi
5" antes do gene, que desempenham papel importante na expresséoifesp de tecidos e
de genes do grupo da globifgdSTEINBERG; BENZ JUNIOR, 1995 Cada um dos sitios
contém diferentes combinac¢des de dominios consesyathde ocorre a ligagdo de proteinas
que influenciam o processo de transcrigdo. Altexagias sequéncias destes dominios podem
conduzir a ligacoes que modificam a expressao siggtiees. Entre os sitios, o HS-2 € o que
possui maior evidéncia de associacdo com os nid@imdos de HbF descritos em pacientes
com AF (Figura 58 TEINBERG; BENZ JUNIOR, 1995; STEINBERG, 2001; ADNR et
al., 2008a)

Figura 5- Representacdo esquematica dos sitios hipersenai@Nase | e sua localizacdo na regido
controladora do locus da beta-globina no cromossbimo
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Os diferentes SNPs determinantes na regulacdo #&aféthm determinados atraves
dos estudos de associacdo em todo o genoma, cegakiu forte associacdo de SNPs em trés
diferentes genes ou locus génicos com a expressétbd: Xmnl-HBG2, HBS1L-MYB, e
BCL11A (Figura 6) (GREEN; BARRAL, 2011).
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Figura 6 - O locus da beta-globina e interagdo com outroisdm populagfes normais e de adultos com AF.
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Fonte: Green e Barral, 2011.

As variantes intrbnicas dos SNPs nos genes estmriadas a maior ou menor
producao de HbF. Desta forma, os SNPs regulam ie&sgo de HbF modificando a globina
através de uma mutacao estrutural que afeta acarsk crescimento e a diferenciacdo dos
glébulos vermelhos (THEINt al, 2009.

Haplotipos ligados ao grupo de genes da beta-glolain

E bem conhecido que os individuos sdo geneticanuifetieentes e que algumas das
diferencas entre as pessoas representam mudangEscge patoldgicas. Entretanto, muito
provavelmente, podem representar variacfes sileaeioo DNA. Tais variacfes, também
designadas como comuns ou neutras, sdo denomimndelapolimorfismos do DNA
(ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).

O tipo de variabilidade mais comum no complexo ¢g&rda globina beta € aquele
produzido por variagfes de sequéncias que altersitioode reconhecimento de uma enzima
de restricdo. Usando uma série de enzimas decé@stque identificam alteracdes especificas
no DNA, é possivel identificar a constituicdo degides adjacentes ao locus beta. O padréao
de combinacdo dos sitios polimérficos para qualguemossomo € chamado de haplétipo
(ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).
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O primeiro polimorfismo associado ao géhefoi descrito por Kan e Dozy em 1978,
no sitio para a enzima de restricdo Hpa |, locdbzaa posicdo 3' do gene, seguindo-se novas
descricbes de outros sitios de polimorfismos deigée (Figura 7). Mais de duas dezenas de
sitios polimérficos foram descritos no complexo dagenes da globina beta
(ANTONARAKIS; KAZAZIAN; ORKIN, 1985).

A descoberta dos haplétipos do g@rfeapresentou um importante elemento de analise
antropoldgica para estudo das composi¢cOes popukisiobem como elementos de estudo
clinico, os quais podem fornecer dados preditivesca da evolugdo da doenca e seu nivel de
gravidade (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Figura 7- Sequéncia de polimorfismos genéticos localizadmscromossomo 11, com o padrdo de
clivagem para diferentes endonucleases de restricao
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Fonte: Stuart e Nagel, 2004

Os haplétipos da AF tém sido relatados em difesemegidoes do mundo. Sé&o
classificados em cinco tipos diferentes, de acawm a origem étnica e geografica onde
predominam. O haplétipo Benin tem sido associadifriza Ocidental; o Bantu a Africa
Oriental e Centro-Sul; o Senegal a Africa Atlant@dcidental; o Arabe-Indiano a india e
Peninsula Arabica e o Camardes a Costa OcidentadaAf (Figura 8) (NAGEL, 1984;
SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989; GONCALVESt al, 2003).

A maioria dos cromossomos com o géngtem um dos cinco haplétipos comuns,
contudo existe uma minoria de cromossomos, apralamante 5%, que estdo associados
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com haplétipos menos comuns, geralmente designamus haplétipos atipicos (ZAGEX

al., 2001). Segundo Zaget al. (2000), os haplétipos atipicos sdo produzidosdiversos
mecanismos genéticos, tais como: substituicdo de nuicleotidio em um dos sitios
polimérficos de restricdo; recombinacdo entre dbiplétipos B° tipicos ou, mais
frequentemente, entre um haplétipdtipico e um haplétip@” diferente; e conversdo nédo
reciproca entre cromossomos de uma sequéncia de, Obire esses, o mecanismo de
recombinacao parece ser o mais comum.

Figura 8- Distribuicdo geogréfica dos haplétipos ligadogiane da globinf*na Africa e regiées do Oriente
Médio.

Fonte: Stuart e Nagel, (2004)

Os diferentes haplétipos da AF estéo relacionados guadro clinico e niveis de HbF

variados, sendo o haplétipo Senegal associado eassn@evados de HbF (> 15%) e curso
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clinico menos grave da doencga; o Benin a niveisaned de HbF (5 a 15%) e curso clinico
intermediario; o Bantu a niveis diminuidos de HkB%) e quadro clinico mais grave; e o
haplétipo Arabe-Indiano que apresenta niveis elevate HbF e curso clinico heterogéneo
(NAGEL, 1984; POWARS, 1991; SILVAet al, 2010; CARVALHO et al, 2012;
BANDEIRA et al, 2013; ROCHAet al, 2013).

Alfa-talassemia

As talassemias envolvem a reducdo ou ausénciantEseside um ou mais tipos de
cadeias globinicas. As talassemias alfa se deveefi@éncia parcial ou completa da sintese
da globinan. nas hemacias de individuos afetadd@\f E; CHUI, 2001)

A presenca de-talassemia em individuos com AF tem sido assocéadan efeito
inibitério na polimerizacdo intracelular da hemdgi@a S, diminuicdo dos niveis de
hemoglobina corpuscular média (HCM) e uma diminuigas episodios de hemolise que,
consequentemente, resultam em um aumento na coagi@mtde hemoglobina e no nimero
de eritrécitos, promovendo assim uma diminuicagrdaidade clinica da doenca (ADORNO
et al, 2008b).

No Brasil, cerca de 20% dos pacientes com AF aptaser-talassemiaqOSTA et
al., 1989; FIGUEIREDCet al, 1996) Eventos vaso-oclusivos que sdo devidos a hemolise
tais como AVC, Ulceras de pernas, priaprismo erteépsdo pulmonar se beneficiam com a
associacdo den-talassemia. Entretanto, episédios de dor, sindraomécica aguda e
osteonecrose, complicacdes mais dependentes dsidiade sanguinea, sdo mais prevalentes
na presenca dessa associag@bE|[NBERG; EMBURY, 1986; FIGUEIRED@t al, 1996;
STEINBERG, 2005; STEINBERG; ADEWOYE, 2006).

1.6 Distribuic@o dos haplotipos da anemia falciforra no Brasil

A AF atinge milhdes de pessoas em todo o mundosdaolo XVI ao século XIX,
aproximadamente 10 milhées de escravos africanmasnférazidos para as Américas, deste
total, 400.000 foram para os Estados Unidos e Baed para o Brasil. Nos Estados Unidos o
haplotipo Benin é o mais frequente, seguido pelatBa Senegal em proporc¢des equivalentes
(ZAGO; SILVA; FRANCO, 1999). Nas Ameéricas do NomeSul, no Caribe e no Reino
Unido, o haplétipo Benin também é o mais frequeatehora o haplétipo Bantu seja o mais
presente no Brasil (ZAGO; FIGUEIREDO; OGO, 1992;,NPA-DE-SOUSAet al, 1998). O
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haplotipo Senegal esta irregularmente distribuidopais, uma consequéncia do pequeno
trafico de escravos provenientes de Senegal, GaiBbiaa Leoa e Guiné (ZAGO; SILVA,
FRANCO, 1999). Os escravos trazidos ao Brasil wemrincipalmente das regibes de
Angola e ilha de Sdo Tomé, das regides da Coskika e, em menor numero, da Costa do
Marfim, Costa dos Escravos, Congo, Mo¢cambique, gasiear e Cabo Verde (NAOUM,;
DOMINGOS, 1997).

O historiador Pierre Verger descreveu que os egsrda Bahia foram trazidos da
regido do Golfo do Benin (principalmente haplétiBenin) e o restante do Brasil recebeu
grande imigracdo de escravos do Congo e Angolandipalmente haplotipo Bantu)
(VERGER, 1987).

Sobre as origens da populacdo negra trazida adoedtaCeara, cita-se como advinda,
na sua maioria, das regidbes de Angola, Congo e Mbice. Os escravos negros eram
introduzidos no estado a partir, principalmentes pgortos de Recife, S&o Luis e, em menor
quantidade, de Salvador e Rio de Janeiro (RIEDEBg)L

Os resultados das analises dos haplétipos nosuliésr estudos realizados no Brasil
estdo, em sua maioria, condizentes com a hist@idodnacdo da populacdo brasileira,
inclusive no Ceara, que obteve o haplétipo Bantm eoaior prevaléncia (SILVAet al,
2009b).

1.7 Tratamento da Anemia Falciforme

As opcOes terapéuticas utilizadas no tratamentoABasdo &cido fdélico, HU,
transfusdo sanguinea e transplante de medula dsseatanto, com as novas descobertas a
cerca da fisiopatologia da doenca tém surgido petsyas no sentido de se buscar novas
propostas terapéuticas, com a finalidade de ateosigorocessos de inflamacéo, estresse
oxidativo, a disponibilidade de 6xido nitrico, enbutras, colaborando para amenizar com os
episodios de vaso-oclusao e de hemolise (SILVANAUTI, 2006; BALIGA et al, 2010;
SCAVELLA et al, 2010; ELIASet al, 2013; MANWANI; FRENETTE, 2013; MORRI8t
al., 2013).

Atualmente a HU é o quimioterapico considerado comancipal agente
farmacoldgico capaz de prevenir as complicacbesetharar a qualidade de vida dos
pacientes com AF (FRANCESCHIA; CORROCHERE, 2004;BBEN; FIELD, 2007;
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BRAWLEY et al, 2008; LANZKRONet al, 2008; PLATT, 2008; WARE; AYGUN, 2009;
STEINBERGet al, 2010; VOSKARIDOUet al, 2010). E um hidroxicarbamato inibidor
seletivo da sintese da enzima ribonucleotideo fdifosredutase (RR), interrompendo o
mecanismo normal de reducdo de desoxirribonuckeaside ribonucleotideos no passo
limitante da biossintese de DNA, mantendo assirnéadas na fase G1/S do ciclo celular
(MALUF et al, 2009; WARE, 2010; SANTOS®t al, 2011). E usada principalmente em
neoplasias do sistema hematopoético, como na leaiceneldide cronica (LMC). Foi
aprovada tanto pelaood and Drug Administratiofem 1999) como pela Agéncia Europeia
de Medicamentos (em 2008) para o uso na AF. (HABIFT.,2000).

A droga ao inibir a enzima RR promove a paradaiclo celular e permite que o gene
dap-globina seja mais ativamente expressado. Ao griemia divisdo celular, a HU altera a
cinética da proliferacdo eritrdide, forcando qudsnggitrocitos sejam produzidos a partir de
células progenitoras primitivas, além de estimdlegtamente a producédo de HbF (FRANCO
et al, 2006). A eficacia da HU no tratamento da AF é&lgeente atribuido a sua capacidade
de aumentar a HbF (PLATat al, 1984; NOGUCHEt al, 1988; CHARACHEet al, 1992;
BORGNA-PIGNATTI, 2007; VOSKARIDOLUEt al,2010).

Alguns estudos mostram que a HU é também um dadeldMO (6xido nitrico). E
oxidada pela hemoglobina gerando a nitrosilhemagéo(HobNO) e NO (GLADWINEet al,
2002; JAIN; GLADWIN, 2010), além de gerar NO atradas enzimas peroxidase, urease e
catalase (JIANGet al, 1997). Outros estudos mostram que a HU estimdsforilagdo e a
ativacdo da eNOS que resultam na producao de NOL{AADRZADEH, 2000; CANALLI
et al, 2008; COKICet al., 2008; ELIASet al, 2012).

Foi observado que a HU apresenta propriedadesxatdides contribuindo com a
reducdo da peroxidacdo lipidica e formacdo de metaeglobina na AF (AGIL;
SADRZADEH, 2000).

A HU é considerada como um agente citotoxico, nmérap, recombinogénico e
antineoplasico. E composta por uma estrutura miglecsimples semelhante a uréia,
diferenciando-se apenas no que diz respeito axiidgdo do dtomo de nitrogénio adjacente a
cetona da uréia, presumindo-se, dessa forma, guatsacdo medicamentosa esteja associada
a esse atomo (Figura 9). A droga € indicada pasm@s com AF, incluindo criangas, com

trés ou mais episodios de crises vaso-oclusivasrammassidade de atendimento médico; uma
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crise toracica aguda recidivante; um ou mais atédenasculares encefalicos; priapismo
recorrente e anemia grave e persistente, nos @titBomeses (SILVA; SHIMAUTI, 2006;
CANCADO et al, 2009).

Figura 9 — Estrutura quimica da HU.
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Foniéascimento e Melo, 2012

A despeito desta série de efeitos benéficos, anratto com HU pode gerar efeitos
adversos como mielossupressao, hiperpigmentacaneajtlesdes ulcerativas em membros
inferiores e aumento dos niveis de TdFagravando as crises algicas (NAHAVANE&t al.,
2000). Além disso, estudos tém demonstrado queogadparece ter efeitos mutagénicos,
clastogénicos, teratogénicos e carcinogénicos (B¥aRMRI., 1999; HANFT et al., 2000;
GILMORE, 2003; BARBUI, 2004; DAVIES; PLATT, 2008; YGUN, 2009; STEINBERG
et al, 2010; WARE, 2010).

Na literatura, a capacidade da HU causar cancentéoverso e a eficacia e seguranca
no tratamento a longo prazo de pacientes com Afaezce indefinido (STEINBERE al,
2010). Alguns estudos tém demonstrado que a hidma € genotdxica, enquanto outros
estudos sugerem que a HU tem baixa mutagenicidadavo (HANFT et al, 2000;
FRIEDRISCHet al.2008).

Neste contexto é importante o desenr@nito de estudos que avaliem a seguranca da
HU, a fim de se obter informac¢des mais consolidadase a genotoxicidade, mutagenicidade
e carcinogenicidade desse medicamento, para quscos e beneficios sobre o tratamento

sejam avaliados individualmente para cada paciente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Identificar os niveis de lesdo no DNA e as possiaieracbes cromossdmicas e
correlaciona-los com o tratamento com hidroxiuetiaom os polimorfismos genéticos em
pacientes com anemia falciforme, atendidos no aatdmib do Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC) em Fortaleza-Ceara.

2.2 Objetivos especificos

* Determinar os polimorfismos genéticos (haplotipaE)s pacientes com anemia
falciforme;

* Analisar a distribuicdo dos haplétipos da anemleiftame em relacdo as origens
étnicas da populacéo cearense;

* Identificar os niveis de lesdo no DNA em paciemi@® anemia falciforme tratados
com hidroxiuréia,

» Identificar possiveis alteracbes cromossémicas aaeptes com anemia falciforme
tratados com hidroxiuréia;

e Analisar a influéncia da hidroxiuréia nos niveis ldsdo no DNA e em possiveis
alteracbes cromossomicas;

* Analisar a influéncia do sexo e da idade nos nigdeiesdo no DNA,;

* Analisar a influéncia do tempo de tratamento codrdxiuréia, da dose média diaria
da droga e do indice de massa corporal (IMC) dogepies nos niveis de lesdo no
DNA,;

e Analisar a influéncia dos haplotipos nos niveislel®io no DNA e em possiveis
alteracdes cromossodmicas;

e Avaliar o risco do tratamento com HU no desenvobnio de genotoxicidade e

mutagenicidade.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Bissg da Universidade Federal do
Ceara sob protocolo N°110.10.10.

3.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo corte transversal e anatlésenvolvido segundo as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisas envolvereiumanos, contida na Resolucéo de
n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Mimstla Saude.

3.3 Casuistica

Foram selecionados para a identificacdo dos nigeidesdo no DNA e para a
determinacdo dos haplétipos, 41 pacientes aduR6sdp sexo masculino e 21 do sexo
feminino) com diagnostico clinico e laboratorial Afe (forma homozigética SS), confirmado
por biologia molecular, com idade entre 20 a 62samem tratamento com HU por pelo
menos 6 meses. A amostra representa aproximadarb@#edos pacientes atendidos no
ambulatério do servico de hematologia do Hospitaiversitario Walter Cantidio (HUWC),
hospital de referéncia em doencas hematologicag-@naleza, CE, Brasil. Os pacientes
foram selecionados no periodo de fevereiro de 20jlihho de 2012. Devido a gravidade da
AF, a maioria dos individuos do servico hematologinde fora realizado o estudo recebia
tratamento, de modo que as comparacoes entre fEcEM AF tratados e ndo tratados com
HU néo foram possiveis. Foi utilizado para comp@wagpenas um grupo controle. O grupo
controle foi constituido por 26 individuos (6 dx@enasculino e 20 do sexo feminino), com
idade entre 60 a 78 anos, atendidos no ambulad@ielUWC. Estes pacientes ndo eram
tabagistas ou etilistas, gestantes, nem possuialetds mellitus ou algum quadro de
insuficiéncia renal ou hepatica, e/ou alguma doemfaica que pudesse influenciar nos

resultados.

Para a analise de possiveis alteracfes cromossOfoiean selecionados 0s pacientes
que demonstraram maiores niveis de lesdo no DNA,adedo com as seguintes
caracteristicas: haplétipo Bantu/Bantu, IMQO kg/nf, em uso de HU em uma dose0,0
mg/Kg/dia e tempo de tratamento com a dre@d meses. Dentre 0s 41 pacientes analisados
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anteriormente, foram selecionados 10 pacientesX® masculino e 5 do sexo feminino), com
idade entre 25 a 49 anos, no periodo de julho di2 aQulho de 2013.

3.4 Locais de Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Hemoglabie Doencas Genéticas
Hematologicas da Universidade Federal do Cearaleboratorio de Citogenética e Biologia
Molecular do Centro de Referéncia no DiagnosticdCdocer da Crianga e do Adolescente
Dr. Murilo Martins do Hospital Infantil Albert Satni

3.5 Selecdo da Amostra

Os pacientes foram selecionados aleatoriamenteo tesd seguintes critérios de
inclusdo e exclusdo do estudo:

Critérios de Incluséo:

» Pacientes adultos de ambos 0s sexos com AF emeudt) gpor pelo menos 6

meses;

e Diagndstico de HbSS confirmada por PCR -RFLP.

Critérios de Excluséao:

» Pacientes néo portadores de AF ou quando se reausaparticipar do estudo,
nao assinando o Termo de Consentimento Livre eesatio (TCLE);

* Aqueles que tenham realizado terapéutica transfakiwms Ultimos trés meses;

» Pacientes em uso de quelante de ferro e de vitaramaxidantes;

* Pacientes tabagistas e etilistas, gestantes, cabetds mellitus, com algum
quadro de insuficiéncia renal ou hepética e/ou mfgwdoenca cronica que

pudesse influenciar nos resultados.

3.6 Coleta

Os pacientes do estudo foram selecionados ap&rnaisa do TCLE, de acordo com
as orientacdes do Comité de Etica do Hospital Usitéio Walter Cantidio, da Universidade
Federal do Cearad (ANEXO). Foram apresentados doisos de consentimento: na primeira

etapa, para a coleta de sangue periférico; e nandagtapa, para a coleta de sangue medular.
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Amostras de dez mililitros de sangue periférico dngfizado foram coletadas, sendo
imediatamente protegidas da luz, e armazenada£gdrfa a realizacdo do ensaio do cometa
(identificacdo dos niveis de lesdo no DNA). Amasia dez mililitros de sangue periférico
com EDTA foram coletadas para a biologia molecy@eterminacdo dos haplotipos).
Amostras de trés mililitros de células de medulseasheparinizadas foram coletadas por
médico hematologista para a analise citogenéticcbpndeamento G (analise de alteragbes

cromossomicas).
3.7 Testes realizados
3.7.1 Analises moleculares

Primeiramente foi realizada a confirmagcao da Hb®&eeguida a determinagéo dos
haplétipos. Os procedimentos foram realizados @srala extracdo do DNA de leucécitos,
seguido da técnica da reacdo em cadeia mediadappkhaerasepara polimorfismo dos

comprimentos dos fragmentos de restrifgOR- RFLP).
Extracdo do DNA gendémico

O DNA foi isolado de leucdcitos, a partir de amastde sangue total, colhidas em
tubos contendo o anticoagulante EDTA, seguindo resrucdes do fabricante. Foram
utilizados kits de extracdo da BIOPUR® (Biometrila@naostica, Brasil).

Apés a realizagdo do protocolo de extracdo, tadasmostras de DNA extraido foram
quantificadas no aparelno NANODROP (ThermofisheBA) para posterior amplificacéo
génica. As amostras foram armazenadas por até @&%,ha -20° C, até o momento da

utilizacao.
PCR-RFLP

Tanto a confirmacdo da HbSS quanto a determinag&daplotipos foram realizadas
por essa técnica de PCR. A técnica utiliza enzideasestricdo para deteccdo de mutacdes e
polimorfismos genéticos. As enzimas de restric&@&omkecem sitios especificos na sequéncia
do DNA amplificada, que é clivada somente quanddio esta presente, gerando fragmentos

de varios tamanhos que sdo separados e analisad@defroforese, sendo posteriormente
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detectados pela coloracdo com brometo de etidioutto corante fluorescente (CLARK;
THEIN, 2004).

Confirmacéo da HbSS

A reacdo foi realizada para um volume final de @5 No eppendorf foram
adicionados 1lul de agua para injecdo; 12,4 de PCR Master Mix; 0,2%uL do
oligonucleotideo P277; 0,2bL do oligonucleotideo P278; e L de DNA gendmico. O
processo de amplificacéo foi realizado por uma aesacédo prévia de 94°C por 5 minutos;
acrescida de 35 ciclos compreendendo desnatura@&tCapor 45 segundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 45 segundos e exteas@’C por 1 minuto e 30 segundos; e
mais um ultimo ciclo de extenséo a 72°C por 7 nusuinantido a 4 °C por até no maximo 6
horas. Apos amplificacéo, foi realizada a digesti@@matica adicionando-seyh do mix da
enzimaDde | (3,3 uL de agua para injecéo; 02 da enzimaDde [, 1,5uL do tampéo da
enzima) a 10uL do produto amplificado, deixando em banho-mari874C por 3 horas
(SAIKI et al, 1985).

Determinacédo dos haplétipos

Foram analisados seis sitios polimorficos de g&iri seguindo a metodologia de
Sutton; Bouhassira e Nagel (1989)Xmnl 5%€, 2.Hind Ill y©, 3. Hind 111", 4. Hind Il ¢,
5. Hinc Il 3'¢p, 6. Hinf | 5’B. As informacdes sobre a sequéncia dos oligonudieoti
enzimas utilizadas para cada regido, tamanho dmn&ato apdés amplificacdo e o tamanho
dos fragmentos apods clivagem com enzimas de @stpara a confirmacdo da HbSS e

determinacao dos hapldtipos estao representad@siamiro 1.
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Quadro 1- Sequéncia dos oligonucleotideos e enzimas wddizgara a detecgdo dos haplotipos da anemisofahef
regides dos sitios polimérficos; tamanho dos frago®gerados antes e apoés clivagem.

Tamanho
Oligonucleotideos Enzima | Regido do Fragmentos apos

fragmento clivagem

P277: 5GGCAGAGCCATCTATTGCTTA 3° codon 6

P278: 5ACCTTAGGGTTGCCCATAAC 3 Dde | (GAG-GTG) | 382pb 288pb+88phb

HO: 'AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 3 Xmn | 5'y¢ 650pb 450pb+200pb

H1: 5’ AGGAGCTTATTGATAACCTCAG 3’

H2: 5’ AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 3’ Hindlll v 780pb 430pb+340pb+10pb

H3: 5TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3

H3: 5TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3 Hind Il | y* 760pb 400pb+360pb

H4: 5TAAATGAGGAGCATGCACACAC 3

H5: 5’5GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3’ Hind Il PP 701pb 360pb+340pb+1pb

H6: 5’ ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3’

H7: 5TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3’ Hinc Il 3B 590pb 470pb+120pb

H8: 5’5GGACCCTAACTGATATAACTA 3’

H9: 5’CTACGCTGACCTCATAAATG 3 Hinf | 5B 380pb 240pb+140pb

H10: 5’CTAATCTGCAAGAGTGTCT 3’

Fonte: Sutton, Bouhassira e Nagel, 1989

Todas as amostras foram analisadas para os seis gdlimorficos seguindo os

seguintes protocolos:

HO e H1: A reagéao foi realizada para um volume final dgtR5No eppendorf foram
adicionados 1L de agua para injecao; 12;b de Master Mix; 0,25uL do oligonucleotideo
HO; 0,25uL do oligonucleotideo H1; e dL de DNA gendmico. O processo de amplificacao
foi realizado por uma desnaturacdo prévia de 945C5pminutos; acrescida de 35 ciclos
compreendendo desnaturacdo a 94°C por 45 segumal@smento dos oligonucleotideos a
60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 min8bsegundos; e mais um ultimo ciclo
de extensdo a 72°C por 7 minutos, mantido a 4°C gdérno maximo 6 horas Apoés

amplificacéo, foi realizada a digestao enzimataiaianando-se fL do mix da enzimamnl
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(3,3 uL de agua para injecédo; Qu2 da enzimaXmnt 1,5ulL do tampao da enzima) a 1Q
do produto amplificado, deixando em banho-mari@“€3or 3 horas.

H2 e H3: A reacéo foi realizada para um volume final datB3No eppendorf foram
adicionados 18,5uL de agua para injecdo; 12,pL de Master Mix; 0,5uL do
oligonucleotideo H2; 0,5L do oligonucleotideo H3; e 1L de DNA genémico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturggé@eia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C3posegundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensd@°€ por 1 minuto; € mais um ultimo
ciclo de extensédo a 72°C por 7 minutos, mantid6d@ gor até no maximo 6 horas Apos
amplificacéo, foi realizada a digestdo enzimatidacianando-se 1L do mix da enzima
Hindlll (3,3 uL de agua para injecao; Q2 da enzimeHindlll; 1,5uL do tamp&o da enzima)
a 10uL do produto amplificado, deixando em banho-mai3q & por 3 horas.

H3 e H4: A reacéo foi realizada para um volume final dauB3No eppendorf foram
adicionados 18,5uL de agua para injecdo; 12,pL de Master Mix; 0,5uL do
oligonucleotideo H3; 0,5L do oligonucleotideo H4; e 1L de DNA genémico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturggéweia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C3posegundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensd@°€ por 1 minuto; e mais um ultimo
ciclo de extensédo a 72°C por 7 minutos, mantid6d@ gor até no maximo 6 horas Apos
amplificacdo, foi realizada a digestdo enzimatidaianando-se fuL do mix da enzima
Hindlll (3,3 uL de agua para injecao; Q2 da enzimeHindlll; 1,5uL do tampéo da enzima)

a 10uL do produto amplificado, deixando em banho-maidq & por 3 horas.

H5 e H6: A reacgéao foi realizada para um volume final dgtB3No eppendorf foram
adicionados 18,5uL de &gua para injecdo; 124 de PCR Master Mix; 0,5uL do
oligonucleotideo H5; 0,5L do oligonucleotideo H6; e 1L de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturggéweia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C3Posegundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 60°C por 1 minuto e extensd@°&€ por 1 minuto; e mais um ultimo
ciclo de extensédo a 72°C por 7 minutos, mantido°& $or até no maximo 6 horas. Apés
amplificacédo, foi realizada a digestdo enzimatitiaianando-se pL do mix da enziméadind
Il (3,3uL de &gua para injecdo; Qub da enzimeHind II; 1,5uL do tampéo da enzima) a 10

uL do produto amplificado, deixando em banho-mar3a & por 3 horas.
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H7 e H8: A reacao foi realizada para um volume final dgtR5No eppendorf foram
adicionados 10,5uL de agua para injecdo; 128 de PCR Master Mix; 0,5uL do
oligonucleotideo H7; 0,5L do oligonucleotideo H8; e 1L de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturggé@eia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C3posegundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 57°C por 1 minuto e extensd@°€ por 1 minuto; € mais um ultimo
ciclo de extensédo a 72°C por 7 minutos, mantido°& $or até no maximo 6 horas. Apés
amplificacédo, foi realizada a digestdo enzimataigaianando-se L do mix da enzimadinc
Il (3,3uL de &gua para injecdo; Qu2 da enzimeHinc Il; 1,5uL do tampéo da enzima) a 10
pL do produto amplificado, deixando em banho-mar®d @ por 3 horas.

H9 e H10: A reacéo foi realizada para um volume final detR5No eppendorf foram
adicionados 10,5uL de agua para injecdo; 128 de PCR Master Mix; 0,5uL do
oligonucleotideo H9; 0,bL do oligonucleotideo H10; edL de DNA gendmico. O processo
de amplificacdo foi realizado por uma desnaturgga@eia de 94°C por 5 minutos; acrescida
de 35 ciclos compreendendo desnaturacdo a 94°C4posegundos, pareamento dos
oligonucleotideos a 57°C por 45 segundos e exteas@’C por 1 minuto e 30 segundos; e
mais um ultimo ciclo de extensdo a 72°C por 10 misumantido a 4 °C por até no maximo 6
horas. Apos amplificacéo, foi realizada a digesi@nmatica adicionando-seuh do mix da
enzimaHinf | (3,3 uL de agua para injecdo; 0,2 da enzimaHinf I; 1,5uL do tampé&o da

enzima) a 1QL do produto amplificado, deixando em banho-mar33 & por 3 horas.

O PCR Master Mix utilizado nos protocolos foi darosaFermentas (0,025 de Taq
DNA Polimerase; 2 mM de Mggl0,2 mMde cada dNTP) e as reacfes de amp 51

foram desenvolvidas no termociclador Eppendorf.

Os resultados da amplificacdo foram submetidosradeoeletroforética em gel de
agarose a 1,5%, sob corrente constante de 80 ¥5urinutos, e visualizados em camara de

UV (ultravioleta) apds coloracdo com brometo ddieti

Os resultados da digestéo enzimatica foram subaseéiccorrida eletroforética em gel
de agarose a 1,5%, sob corrente constante de & 30pminutos, e visualizados em camara
de UV (ultravioleta) apds coloragcdo com brometetiiio.
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Os resultados da digestdo enzimética das amostias fanalisados de acordo com o
padrdo de polimorfismos para cada haplétipo gueregresentado no Quadro 2.

Quadro 2- Padrao de polimorfismos para cada haplétipo.

Regido/ Enzima 5y © % uB 3yYp 50
— Xmn | Hindlll Hind 11 Hind 1l Hinc Il Hinf |
Haplétipo
Senegal + + - + + +
Benin - - - - +
Bantu - + - - - -
Camardes - + + - + +
Arabe-Indiano + + - + +

Fonte: modificado deStuart e Nagel, 2004

3.7.2 ldentificacédo dos niveis de lesdo no DNA

Os niveis de lesdo no DNA foram identificados zgilido-se o ensaio do cometa. O
ensaio vem sendo proposto para estudos de toxiébgerdevido as suas peculiaridades e
vantagens quando comparado a outros testes paec@letde substancias genotoxicas. O
teste ndo é utilizado para detectar mutacdes, madesdées gendmicas que, apds serem
processadas, podem resultar em mutacao. Diferastendtacdes, as lesbes detectadas pelo
teste do cometa séo passiveis de correcdo. Assiast® pode ser utilizado em estudos de
reparo do DNA, embora ndo possibilite inferir aefitgnidade do processo de reparo. O
resultado podera avaliar se houve ou ndo um efegstimar o tamanho deste efeito, podendo
ser importante no diagnostico precoce, prognégtit@tamento do cancer. Na AF o ensaio
pode ser utilizado para detectar a intensidadeesi@l no DNA e a resposta a medicacao
utiizada na doenca, a HU (MCKENNA; OLIVE; BANATHR2006; MCKEOWN;
MCKELVEY, 2008; BARBERINO; JUNIOR; DOMINGOS, 2012).

De forma sucinta, no ensaio do cometa, quando adasésdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose de baixo pontosd® fem condicdes alcalinas, demonstram a
existéncia de lesdo no DNA em forma de cometa, duaisualizadas em um microscopio de
fluorescéncia. A lesdo de cada célula é quantificdel acordo com classes padronizadas e
pré-estabelecidas (SINGet al,1988; OLIVE; BANATH; DURAND, 1990; FAIRBAIRN;
MALUF; ERDTMANN, 2000).
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O protocolo utilizado no presente estudo seguietndologia descrita por Singt al
(1988). O ensaio foi realizado de acordo com paltscgerais para o0 uso vivo do ensaio
do cometa (TICEet al, 2000; HARTMANNet al, 2003).

Preparagéo das laminas

As laminas foram previamente cobertas por solu@g@ghrose de ponto de fuséo
normal a 1,5% e, posteriormente, mantidas em teatyer ambiente até a solidificacdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promoweeleado da segunda camada de agarose de
baixo ponto de fusdo. Aproximadamente 20.000 cglelm 10uL foram misturadas com
120uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,8%fpemar a suspensédo de células. Em
seguida, a suspensdao de células foi aplicada rapitte sobre a primeira camada de agarose,
sendo a lamina, entdo, coberta com a laminula (@MrRE e mantida em baixa temperatura
(4-8°C) por 5min até solidificar a agarose. A lantdnfoi retirada e a lamina mergulhada em
solucéo de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA , 10mM Tr$p Triton X-100, 10% DMSO e
1% N-Lauroyl sarcosine; pH 10) a 4°C e protegidéuda

Eletroforese

Ao serem removidas da solucdo de lise, foram mieaglals rapidamente em solucao
de neutralizacao (0,4M tris; pH 7,5) e colocadapascéo horizontal na cuba de eletroforese.
Esta deve estar em um “banho de gelo”, para mantemperatura da eletroforese constante
em torno dos 4°C. A cuba foi preenchida com a solale eletroforese (ImM EDTA, 300mM
NaOH; pH>13) recém-preparada, a um nivel sup€di@5cm, em meédia) as laminas. Estas
ficaram em repouso por 20min para permitir o dedanrento do DNA, o afrouxamento de
suas ligacdes e a exposicao dos sitios alcalidaBbetletroforese foi conduzida usando 25V e
300mA por 20min. Todos esses passos foram reabzaa@@auséncia de luminosidade. Apos a
eletroforese, as laminas foram retiradas da culmergulhadas na solugéo de neutralizacéo

por 5min.

Coloracéao

As laminas foram fixadas com etanol a 100% e, piosteente, coradas com 50ul de
solucéo de Brometo de Etidio (20ug/mL), cobertas aminula e analisadas no microscopio

de fluorescéncia.
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Anélise das laminas

Para a avaliacdo dos danos ao DNA, 100 célulapgmente foram analisadas em um
microscopio de fluorescéncia (aumento de 200x)céalas foram avaliadas visualmente e
receberam pontuacdo de 0 (auséncia de migracadqinggracdo maxima) de acordo com a
intensidade da cauda (forma e tamanho). A pontuegab(ID) para 100 células variou de 0
(todas as células sem migracao) a 400 (todas a@las€om a migracdo maxima). Laminas de

pacientes e controles foram processadas, codiBeadaaliadas em conjunto.

0= sem danos (<5%)

1= baixo nivel de danos (5-20%)

2 = médio nivel de danos (20-40%)
3 = alto nivel de danos (40-95%)

4 = dano total (95%)

AN N NN

3.7.3 Andlise de altera¢des cromossémicas

Os pacientes onde foram observados maiores niveideso no DNA foram
submetidos a analise de alteragcbes cromossOmicagéstda andlise citogenética por
bandeamento G. A citogenética constitui uma ciéguoe estuda e analisa 0S cromossomos
humanos com o intuito de identificar possiveisraliées numéricas (ganho e perda de
cromossomos) e/ou estruturais (translocacdes, sesr delecdes, dentre outras), a fim de
diagnosticar e determinar o prognostico de diversaisdicdes patoldgicas (GERSEN;
KEAGLE, 2005).

O genoma humano é constituido por 46 cromossomos2® pares), sendo 44
autossdémicos e 2 sexuais, contribuindo de formesistagara estudos de doencas genéticas e
de evolugdo. Os cromossomos nao se apresentamrnu@ifao longo de todo o seu
comprimento, uma vez que possuem uma contricdodpamo centrémero, que divide o
cromossomo em dois bragcos (braco curto — p; braggol — q) e podem apresentar
constricbes secundarias, como as regides orgamagsado nucléolo. Além dessas diferencas,
cada cromossomo apresenta um padrao caracteriéitidzandas. Por meio de técnicas de
coloracdo especial, que coram seletivamente o DNAgda par cromossémico é

individualmente identificado; isto ocorre por apenen breve periodo, durante a mitose, na
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metafase, quando estdo condensados ao maximo dogosigenes sao transcritos em baixos
niveis (GERSEN; KEAGLE, 2005).

As técnicas de bandeamento cromossdmico expandsamrizontes da citogenética.
A primeira aplicacdo do bandeamento deu-se no pem@ cromossémico. Essas técnicas
tém possibilitado compreender melhor as alteract@smossomicas que se estabelecem em
cada genodtipo. Na analise citogenética por bande@ame&, oS Cromossomos sao
desproteinizados por acéo da tripsina e, posteeiot@) corados com Giemsa (de onde deriva
0 nome bandas G). Os cromossomos mostram um pderdandas claras e escuras, no qual
as faixas escuras correspondem ao DNA rico em BgE@espoucos genes ativos; e as bandas
claras tém DNA rico em bases GC e apresentam mgéwoss ativos (GERSEN; KEAGLE,
2005).

O protocolo utilizado no presente estudo seguietodologia descrita por Chauffaille
et al (1997). A medula 6ssea previamente colhida copatiea, de forma estéril, foi dividida
em dois frascos contendo RPMI (pH 7,0), 3mL de d$etal bovino e 100L L-glutamina.
Este material foi cultivado por 24 horas a 37°C.dJmora antes do término da cultura foram
adicionados 5@L de colchicina por 30 minutos. Em seguida, o miatdéoi centrifugado e
ressuspendido em solucdo hipotdnica de KCI 0,075Maelo em solucdo de Carnoy, acido
aceético e metanol na proporcéo de 3:1, por 4 v&as. confeccado das laminas para analise, o
material foi gotejado em laminas de microscopieeatio para secagem ao ar. As bandas
foram feitas pela técnica de tripsina-giemsa (G&8hdo analisadas, quando possivel, pelo
menos 20 metafases de cada paciente, sendo apmanddntado de acordo com o Sistema
Internacional de Nomenclatura em Citogenética Huma(SBHAFFER; LOVAK;
CAMPBELL, 2009). As metafases foram capturadas eistersa computadorizado
(CHROMU) com software para cariotipagem, e o cgidtligitalizado.

3.8 Analises estatisticas

Duas andlises univariadas foram realizadas patar tesfeito de todas as variaveis
com os valores de ID (indice de Dano) detectadosnsaio do cometa. Na primeira analise,
os individuos foram agrupados de acordo com segade, de modo a comparar o dano ao
DNA entre os pacientes com Anemia Falciforme tmdadom Hidroxiuréia (AFHU) e os
controles. A segunda andlise foi realizada dentragaipo de pacientes com AFHU para

avaliar o efeito das seguintes variaveis com oitidice de massa corporal [IMC = peso (kg)
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/altura (nf)], dose média diaria de HU por peso, tempo darttanto com HU e haplétipos do
gene da beta-globina.

A idade, IMC, dose média diaria de HU e duracadratamento foram separados em
duas categorias de acordo com a mediana. O testparamétrico de Mann-Whitney foi
utilizado para analisar os valores de ID e parapawar variaveis que resultaram diferenca
significante na analise univariada. Esta compardoidambém utilizada para testar as
diferencas entre os individuos com AFHU e os cdedree entre os individuos com AFHU. O
teste ndo paramétrico Kruskal -Wallis e o pés-tdst®unn foram utilizados para analisar a
lesdo ao DNA de acordo com os haplétipos do genigetirglobina avaliados utilizando o
ensaio do cometa e os valores de duracdo do tratajimse meédia diaria de HU e IMC de

cada hapldétipo em pacientes com AFHU.

O programa estatistico (SPSS 10.0) para Windowstilgiado para todas as andlises
de dados e graficos foram construidos com o GrapRiFiam 5.0 para Windows . O nivel de
significancia foi de 0,05 para todos os testess dawlos foram apresentados como média +

erro padréo da média (EPM).
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas gerais dos pacientes estudados

Foram avaliados a extensdo da lesdo no DNA e fil=atds os haplétipos do gene da
beta-globina de 41 pacientes (20 homens e 21 nadheom AF (hemoglobinopatia SS), com
idade entre 20-62 (35,5 + 2,3) anos, que estavasbemdo doses orais de HU entre 15-25
(20,0 = 0,6) mg/kg/dia, durante 6-60 (18 + 3,4) e grupo controle foi composto por 26
individuos normais (6 homens e 20 mulheres) comeidamtre 60-78 (66 + 2,1) anos.

4.2 Distribuicdo e determinacdo dos haplotipos deege da beta-globina

As combinagbes de haplétipos identificados nos ddieptes com AF estudados
foram: Bantu/Bantu (41%), Benin/Benin (15%) e BaRanin (44%). Dos cromossomos

analisados, 63% foram do tipo Bantu e 27% do tipoil

A tabela 1 mostra o numero de cromossomos e pasieom os haplétipos Bantu e
Benin na populacdo estudada. O hapldtipo Bantw falais prevalente (52 cromossomos
Bantu, 17 pacientes Bantu/Bantu homozigoto e 18eptes Bantu/Benin heterozigoto),
seguido pelo haplétipo Benin (30 cromossomos Bdéhpgcientes Benin/Benin homozigoto e
18 pacientes Bantu/Benin heterozigoto).

Tabela 1 - Distribuicdo dos haplétipos, cromossomos e genstipd populacdo estudada
(n=41).

Haplotipo Cromossomos (n) Gendtipo Pacientes (n)
Bantu 52 Bantu/Bantu 17
Benin 30 Benin/Benin 6
Bantu/Benin 18

n, nimero.
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Os haplotipos do gene da beta-glodimam apresentados a partir da auséncia (-) e
presenca (+) de cada sitio de restricdo nos 4¥ithdis com HbSS. O haplétipo Bantu/Bantu
é (+) paray®- Hind Ill, o Benin/Benin é (+) para ®p- Hinc Il e o haplétipo Bantu/Benin é
(+) paray®- Hind 1Il e 3'pB- Hinc Il (Tabela 2).

Tabela 2-Determinagéo dos haplotipos dos pacientes.

Gendtipo dos pacientes RFLPs*
5" 7 7 yB Jyp 5P
Xmn | HindllI Hind IlI Hind 1l Hinc Il Hinfl
Bantu/Bantu +
Bantu/Benin + +
Benin/Benin +

* RFLPs, sitios de restricao.

4.3 Valores de ID dos pacientes e dos controlea eorrelacdo com o sexo e idade

A tabela 3 mostra que os valores de ID para oeptes com AFHU (ID= 25,0 + 2,6)
foram maiores quando comparados ao grupo conli@#s(0 + 0,2) (p < 0,001). O ID nao foi
influenciado pelo sexo para ambos pacientes (p¥@,48ntroles (0,77). Individuos jovens (<
35 anos) do grupo AFHU tiveram um menor ID quanaimgarados a individuos do mesmo
grupo com maior idade>(35 anos), embora a diferenca ndo tenha sido mignié. A
influéncia da idade néo foi avaliada no grupo amatrpois todos os individuos eram idosos.

Tabela 3 -Lesdo no DNA de acordo com 0 sexo e idade no gcoptrole e nos pacientes
com AFHU.

ID £ EPM p ID £ EPM P
Grupo Controle 5,0+0,2 Grupo AFHU 25,0+2,6 < 0,001*
Sexo (n) Sexo (n)
Masculino (6) 54+04 0,87 Masculino (20) 18,8, 0,49
Feminino (20) 50+£0,3 Feminino (21) 28,0+ 3,9
Idade (26) Idade (n)
60-78 anos 50+£0,2 < 35 anos (21) 15,1+£4,1 0,77

> 35 anos (20) 25,0+4,6
AFHU: pacientes com anemia falciforme tratados ¢odnoxiuréia; ID: indice de dano; EPM: erro paddio
média; n: namero de individuos; p: significAncita#stica.
* Significancia estatistica de acordo com o testiM-Whitney.
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4.4 Valores de ID e sua correlagdo com o tempo dettmento com HU, dose media
diaria de HU e IMC dos pacientes com AFHU

A tabela 4 mostra que os valores de ID foram siamtemente influenciados pelo
tempo de tratamento com HU (p=0,0039) e IMC (p=0D)0 Individuos com tempo de
tratamento> 20 meses e IM& 20 kg/nf tiveram um ID significantemente maior do que
aqueles com tempo de tratamento < 20 meses e IMIZD kg/nf. Nenhuma diferenca
significante foi observada sobre o ID em relacddoae media diaria de HU (p=0,950),
contudo os individuos que receberam uma dose m¥é@i@d,0 mg/kg/dia apresentaram um
maior ID (DI=35,0 + 6,2) que aqueles que receberd2f.0 mg/kg/dia (DI = 14,2+4,5).

Tabela 4 -Lesé@o no DNA de acordo com o tempo de tratamentotldd, dose media diaria
de HU e IMC dos pacientes com AFHU.

ID + EPM p
Tempo de tratamentc (n)
< 20 meses (17) 12,0 + 3,8 0,0039*
> 20 meses (24) 42,0+ 4,6
Dose médiediaria de HU (n)
< 20,0 mg/kg HU (16) 14,2 +4.5 0,950
> 20,0 mg/Kg HU (25) 35,0+6,2
IMC (n)
< 20 kg/nf (29) 46,7 +2,0 < 0,001*
> 20 kg/nf (12) 14,6 £2,2

IMC: indice de massa corporal; HU: hidroxiuréia;F: pacientes com anemia falciforme tratados com HU
ID: indice de dano; EPM: erro padrdo da média; iero de individuos; p: significancia estatistiaa n
comparacéo do ID entre os grupos.

* Significancia estatistica de acordo com o tes&i-Whitney.
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4.5 Valores de ID dos pacientes e a associacdo engs haplotipos do gene da beta-
globina

A tabela 5 e a figura 10 mostram uma associagaortammte entre ID e haplétipos. Os
valores de ID para o haplétipo Bantu/Bantu foraniones quando comparados ao haplétipo
Benin/Benin (p=0,0276). Além disso, o haplétipo B&Benin teve um menor ID que o
haplétipo Bantu/Bantu e maior ID que Benin/Benimbera sem diferenca significante.
Nenhuma diferenca em relacdo ao tempo de tratancemioHU, dose media diaria de HU e

IMC foi encontrada na analise dos haplétipos.

Tabela 5 -Lesé&o no DNA de acordo com os haplétipos do germetiglobina e valores de
ID segundo o tempo de tratamento com HU, dose naidida de HU e IMC para cada
hapldétipo nos pacientes com AFHU.

Haplotipos (n)

Bantu/Bantu  Bantu/Benin Benin/Benin p
17) (18) (6)

ID £ EPM 350+£35 12,4 £4,2 8,8+£6,3 0,0276*
Tempo de tratamento 36,5+6,3 145+1,8 20,0+ 5,7 0,11
(meses)
Dose media diaria de HU 22,0+1,0 175+1,3 20106 0,9540
(mg/Kg)
IMC (Kg/m?) 19017 18,0£2,0 190+£2,3 0,87

IMC: indice de massa corporal; HU: hidroxiuréia; ¥ pacientes com anemia falciforme tratados com HU
ID: indice de dano; EPM: erro padrdo da médiagmero de individuos; p: significancia estatistica.
* Significancia estatistica de acordo com o testesKal-Wallis e pos-teste de Dunn's Multiple Corgaar.



Figura 10- 1D para cada haplétipo do gene da beta-globingao®ntes com AFHU.
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4.6 Perfil dos pacientes selecionados para analide alteracées cromossdmicas

Para analise de alteracdes cromossomicas forana@desll0 pacientes (5 homens e 5
mulheres) com AFHU que demonstraram maiores nieilesdo no DNA, com idade entre
25-49 (35,4 + 3,0) anos, haplétipo Bantu/Bantu, #120 (19,4 + 0,3) kg/f, em uso de HU
em uma dose 20,0 (21,6 £ 0,7) mg/Kg/dia e tempo de tratamemm a droga entre 24-70
(49 £ 4,1) meses.

4.7 Determinacdo dos haplotipos do gene da beta-gina, valores de ID e resultados da

andlise de alteracdes cromossémicas

Os haplétipos do gene da beta-globina foram aprades a partir da auséncia (-) e
presenca (+) de cada sitio de restricdo nos 10Qithddis com HbSS. A tabela 6 mostra o perfil
de restricdo dos pacientes estudados na analmsgeética, o haplotipo identificado foi o

Bantu/Bantu; mostra também os valores de ID esdteglos da analise citogenética.

Tabela 6 -Haplotipos, valores de ID e andlise citogenéticapaxientes estudados (n=10).

Haplotipos (RFLPs*) ID + EPM  Analise Citogenética

Bantu/Bantu -t ---- 37+3,4 46,XX ou 46,XY

XX(sexo feminino), XY(sexo masculino)

RFLP, sitios de restricao.

Os seis RFLP’s usados para definir os haplétigstdo na seguinte ordemy%’Xmnl, y®-  Hind IIl, y*-
Hind I1I, WB- Hind II, 3'WB- Hinc II, 5'B- Hinf 1.
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4.8 Analise de alterac6es cromossdmicas por citoggica por bandeamento G

Todos os pacientes apresentaram cariotipo normiiyufa 11 mostra o cariétipo com
banda G de um paciente do sexo feminino: o resultiedandlise das células em metafase

pode ser descrito como 46, XX, ou seja, 46 crommescsem alteracbes de um paciente do
sexo feminino.

Figura 11- Resultado d&itogenética com banda G de um paciente do seximifeom
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Paciente apresentando cari6tipo normal, compostdgoromossomos sem anormalidades.



60

DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

A AF é uma doenca hereditaria comum no Brasil. Goné visto anteriormente,
apresenta uma variedade de complicacdes clinicaspgdem levar os pacientes a obito
(ZAGO; PINTO, 2007). A maior susceptibilidade aeofdes bacterianas, resultante da
destruicdo do bago ainda nos primeiros anos de puatde ser considerada a principal causa
de morte dos pacientes com AF, entre as mais ianues infeccdes estdo: sindrome toracica
aguda, meningite, septicemia, gastroenterite e eqastica (PLAT et al, 1994). Segundo
Zago (2002), essas infec¢des tém uma evolucaorégla, portanto podem ser responsaveis
por mortes subitas ou por causas ndo diagnosticamaprimeiros anos de vida em criancas

sem diagnostico precoce da doenca.

Paises como os Estados Unidos e a Jamaica ja deanans que a maneira mais
eficiente e efetiva para reduzir a morbimortalidddeAF é a triagem neonatal, uma vez que o
diagndstico precoce permite a insercao do pacentprogramas de saude multidisciplinares,
com a utilizacdo de cuidados preventivos e oriéutaps pais, proporcionando melhoria na
gualidade e sobrevida desses pacientes (PL&TdlL, 1994; WIERENGA; HAMBLETON;
LEWIS, 2001). No Brasil, a portaria n°® 822/01 donMiério da Saude incluiu as
hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triageponital, permitindo assim o
diagndstico precoce e reconhecendo a doenca comoralitema de saude publica no pais
(ZAGO, 2002). Apesar do diagndstico precoce, vafateres importantes sobre a doenca
ainda ndo foram completamente esclarecidos, taisoc@s motivos da heterogeneidade

fenotipica e as consequéncias do tratamento meeditaso disponivel a longo prazo.

Muitos autores tém atribuido a heterogeneidadetifgina da doenca aos diferentes
haplotipos da AF. Existem trabalhos realizadosno®so grupo que demonstram que o perfil
inflamatorio, o perfil oxidativo, os niveis de heghabina fetal, o aparecimento de doenca
renal e diferentes manifestacdes clinicas estaelaoronados com os diferentes haplétipos
(SILVA et al, 2010; CARVALHOet al, 2012; BANDEIRAet al, 2013; ROCHAet al,
2013).

O tratamento medicamentoso disponivel trata-se da Eonforme mencionado
anteriormente, a HU é o quimioterapico consideraglmo principal agente farmacol6gico
capaz de prevenir as complicacdes e melhorar adgdael de vida dos pacientes com AF
(FRANCESCHIA; CORROCHERE, 2004; DEBAUN; FIELD, 2Q0BRAWLEY et al,
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2008; LANZKRONet al., 2008; PLATT, 2008; WARE; AYGUN, 2009; STEINBERS$? al,
2010; VOSKARIDOU et al, 2010). A eficacia clinica da terapia com HU, beamo a
facilidade da administracdo oral, fazem da drogaa wmrativa opcdo terapéutica para
pacientes com doencas mieloproliferativas e AFeN@nto, embora a literatura muitas vezes
nao relate os perigos associados a terapia comga,dt conhecida a possibilidade de efeitos
mutagénicos e carcinogénicos em tratamentos measlouros (FRIEDRISCIét al.2008).

No presente estudo avaliamos os niveis de lesdON® em sangue periférico de
pacientes com AF tratados com HU e em individuosl&daeis como controles, utilizando o
teste do cometa. Além disso, avaliamos a associagie os niveis de lesdo no DNA em
sangue periférico de pacientes com AF tratados ldohe os haplotipos do gene da beta-
globina, a fim de conhecermos se a influéncia dgBatipos relacionada a heterogeneidade
fenotipica da doencga, também esta correlaciona&iéidade da HU nos pacientes, uma
andlise nunca realizada anteriormente. E importdagtacar que o teste do cometa ndo é
utilizado para detectar mutacbes, mas sim lesfe8ngeas que, apds serem processadas,
podem resultar em mutacdo, portanto, em um segoraoento, avaliamos a presenca de
alteracdes cromossOmicas nos pacientes pela téatécacitogenética classica por
bandeamento G (OLIVE; BANATH, 2006; MCKENNA; MCKEOMY MCKELVEY, 2008;
BARBERINO; JUNIOR; DOMINGOS, 2012).

Em relagdo aos haplétipos identificados no presesteido, na andlise dos 82
cromossomos3® foi encontrada uma maior prevaléncia do haplétimtB, seguido do
haplétipo Benin. O resultado estd em conformidagi® am trabalho realizado por nosso
grupo anteriormente, que determinou em 68 cromossanpresenca de 66% do haplotipo
Bantu e 23% do hapl6tipo Benin (SILV& al., 2009b).

O Brasil € um pais de grande heterogeneidade étdinados fatores mais marcantes
da histéria do pais foi a grande influéncia afr&cafazendo-se de forma mais ou menos
intensa, a depender da regido do pais e da digdesiétnica dos imigrantes. A distribuicdo
geografica da HbS no Brasil tem frequéncias meneng® as populacdes da regido Sul e
Sudeste (2,71% e 2,35%, respectivamente) e maiaesegidoes Norte e Nordeste (5,93% e
6,13%, respectivamente) (ALVARES FILH& al.,, 1995).

A composicéo dos haplétipos da AF no Brasil foilisada dentre outros estudos em

Salvador, Belém, Ceara, Rio de Janeiro, Amazora$y Rlegre, Campinas e Ribeirdo Preto.
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A prevaléncia do haplotipo Bantu foi mostrada erléB, Ceard Rio de Janeiro, Amazonas,
Porto Alegre, Campinas e Ribeirdo Preto (ZAGO; HEREDO; OGO, 1992;
GONCALVES et al, 1994; WAGNERet al, 1996; PANTE-DE-SOUZAet al, 1999;
FLEURY, 2001; CARDOSO; GUERREIRO, 2006; SILVét al, 2009b). A analise dos
haplétipos no estado da Bahia tem relatado confitaprevaléncias entre o haplétipo Bantu
(COSTAZet al, 1984) e o haplétipo Benin (QUEIROZ, 1996), enabestudos mais recentes
tenham mostrado prevaléncia no haplétipo Bantu (GAINVES et al, 2003; ADORNOet

al., 2004; ADORNCQet al. 2008Db).

Os resultados confirmam a heterogeneidade étnistente no Brasil e os estudos
sobre a histéria da formacdo da populacdo brasilguie descreve que 0s escravos negros
foram trazidos principalmente do Congo e Angolanocexcecdo ao estado da Bahia que
receberam imigracdo do Golfo do Benin (VERGER, 1987

Em relacdo ao tratamento com HU, existem estudoilitemtes em relacdo a lesdo no
DNA ap0s exposicao humana a droga. Alguns estw@ngriostrado que a HU é genotdxica
(ZIEGLER-SKYLAKAKIS; SCHWARZ; ANDRAE, 1985; JUULet al, 2010; SANTOSet
al., 2011) enquanto outros sugerem uma baixa mutgdadein vivo ((DAWKINS et al,
1997; HANFTet al.,2000; MONTALEMBERT; DAVIES, 2001; MOSCHOWt al, 2001).
Como a HU tem sido cada vez mais utilizada em caarom AF, o que significa uma longa
exposicdo, e como é considerada potencialmentegénita, estudos adicionais e uma

vigilancia constante a condigbes malignas sao tterag importancia.

Um possivel mecanismo da toxicidade da HU é a éamwde dANTP intracelular
resultante da inibicdo da RR, o que prejudica osamiemos de reparacdo de DNA, devido a
falta de nucleotideos para a DNA polimerase. Asaiinstabilidade do DNA potencialmente
leva a carcinogénese, principalmente pela transfo@im leucémica (LI; KAMINSKAS,
1987). Além disso, a natureza oxidativa e inflamatda AF, motivos pelo qual os pacientes
sdo tratados com HU, também devem ser levados esidevacdo. Este estado da doenca
esta associado a danos lipidicos, proteicos e rterialagenético, através da geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ANDERS®Nal, 2000; KUMAR; BANDYOPADHYAY,
2005).

Os resultados deste estudo mostraram niveis gigtiamente maiores de danos no

DNA em individuos com AF tratados com HU quando parados aos controles. Individuos



64

tratados com» 20,0 mg/kg/dia de HU apresentaram cerca de duses\veais danos ao DNA
do que aqueles tratados com doses mais baixag disenca nao foi significante. Por outro
lado, houve uma diferenca significante entre o temi@ tratamento e os niveis de dano no
DNA: individuos tratados por periodos mais longe2Q meses) mostraram cerca de trés
vezes mais danos no DNA do que pacientes tratamtoggpiodos mais curtos; além disso, o
ID foi inversamente correlacionado ao IMC no grupleHU, individuos com IMC< 20
kg/n? tiveram niveis significativamente maiores de danosDNA. Nossos dados n&o

mostraram nenhuma correlacao entre o dano no DidAde ou sexo.

O grupo controle utilizado no estudo foi compos® iddividuos idosos. Essa
caracteristica néo interfere em nenhum dos refdigubis é esperado que esses pacientes
possuam uma condicdo mais propicia a maiores ndeikesdo no DNA e que o reparo
aconteca de forma menos ativa do que em pacieras jovens (GARMet al, 2013).
Portanto, provalvemente, o grupo controle seleciorseja uma comparacdo mais rigida do

que seria se esse fosse constituido por indivigwess.

Estes resultados sdo semelhantes a um estudo ip@uud ensaio do cometa para
avaliar o nivel de dano no DNA em leucécitos dogsenperiférico em 28 pacientes com
AFHU e 28 individuos ndo tratados: pacientes quelreram uma dose média de > 20
mg/kg/dia de HU mostraram um aumento de 1.7 veeatados no DNA quando comparados
agueles que receberam doses mais baixas; os indé/tdatados durante um periodo de 42
meses mostraram maiores danos no DNA que os pagigatados por menos de 42 meses; e
o indice de dano foi inversamente correlacionada colMC (FRIEDRISCHet al.2008).
Estudos que usam outros testes de genotoxicidad®ta sugerem a duracéo do tratamento,
a dose de HU e o IMC como determinantes da germdiade em pacientes com AFHU (LE
FEVREet al, 2007; MALUFet al, 2009; FLANAGANEet al, 2010)

Interessante a correlacdo negativa encontrada entéC e os danos no DNA em
pacientes com AF, pois geralmente o que se encénfiraa correlacdo positiva entre essas
variaveis (JANGet al, 2003; SMITHet al, 2003; HOFER; KARLSSON; MOLLER, 2006).
Alguns estudos mostram que a crianca portadoraFdaphesenta um retardo de crescimento
somatico, que afeta o peso e a altura e que sduacprogressivamente até os 18 anos
(VERISSIMO, 2007). Importante destacar que criaropas AF tratadas com HU tem peso e
altura superiores em relagdo as criancas com ARrafadas, e peso e altura similares em

relacdo aos valores normais quando colocadas meascpediatricas padrao (WAN& al.,
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2002; HANKINS et al, 2005). Portanto, o resultado pode ser um ingdicaeé saude geral
entre os pacientes do grupo AFHU, pois pode indiger os individuos mais propensos a
ganhar peso sdo mais saudaveis e, portanto, afesema melhor homeostase em seu
DNA.

Muito interessante foi a associacdo entre ID edtigols. Os valores de ID para o
haplétipo Bantu/Bantu foram maiores quando compmeraab haplotipo Benin/Benin, e o
haplétipo Bantu/Benin teve um ID menor que o haptotBantu/Bantu e maior que o
haplotipo Benin/Benin. Uma andlise foi realizadeapmduragéo do tratamento com HU, dose
de HU e IMC para cada haplétipo, no entanto nenhdifeaenca estatistica foi encontrada.
Esta andlise excluiu a possibilidade de associegée ID e haplétipos a partir desses fatores.
O resultado nunca foi encontrado e € novo pararacmade cientifica, porque mostra que a
genotoxicidade na AF ndo estd apenas associadeatamménto com HU, mas também a
polimorfismos genéticos. A afirmacéo é reforcadamgio analisamos alguns artigos onde os
autores observaram que adultos tratados e ndddsatim AF tiveram niveis similares de
mutacbes (HANFEt al.,2000; SCHULTZ; WARE, 2003; WARE, 2010).

Estudos anteriores sugerem que o haplétipo Bariu &ssociado a uma maior
incidéncia de lesbes a oOrgdos e o haplotipo Beam oma forma mais branda da AF
(GONCALVESet al, 2003; ADORNCet al, 2004; SILVAet al, 2010). Além disso, artigos
mostram que os individuos com AF e haplétipo Baéta frequentemente niveis de HbF
inferiores a 5%, enquanto aqueles com o haplétigmirB mostram niveis de HbF
intermediarios de 5 a 10% (NAGEL; STEINBERG, 20&l1L.VA et al, 2009a; TESTA,
2009). O presente estudo mostra que o haplotiptuBame maior ID que o haploétipo Benin.
Varios estudos foram desenvolvidos com a finaliddeleprever o progndstico, prevenir os
danos a 6rgdos e melhorar a qualidade de vidaatisnpes com AF, mas o entendimento de
que o risco de genotoxicidade pode aumentar dedaamym o polimorfismo genético do

paciente € um conhecimento novo.

E importante destacar que os pacientes com madDrizgam avaliados em relagéo a
presenca de alteragcdes cromossdmicas, No entae® @Ecientes demonstraram um cariotipo
normal. O resultado mostra que maiores niveis &doleno DNA e a presenca de

polimorfismo genético favoravel ndo significam agenca de mutagenicidade.
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Apesar de muitos anos de estudos experimentaise sabentes indutores de
anormalidades cromossdmicas, e 0 recente progreas@lucidacdo dos mecanismos
moleculares de lesdo no DNA, a associacdo entie,lesparo e anormalidade cromossdémica
permanece obscura. (DURANTEt al, 2013). A correlacdo entre lesdo no DNA,
anormalidade cromossbémica e o desenvolvimento dplasas é relevante ndo somente no
tratamento com HU, mas também para outros ageries otencial carcinogénico.
Numerosos ensaios clinicos randomizados, estudesnationais e relatos de caso de
pacientes com AF tratados com HU ja foram realigaglcelatam que existe evidéncia para o
desenvolvimento de neoplasias, contudo considatadaaixo risco (RAUCHet al, 1999;
WILSON, 2000; AL-JAMA et al, 2002; SCHULTZ; WARE, 2003; GULBI®t al, 2005;
LANZKRON et al, 2008; VOSKARIDOUet al.,2010).

Um estudo de revisdo sobre o desenvolvimento dplasas durante o uso de HU
mostrou que (LANZKRONet al, 2008) somente 6 pacientes com AF desenvolveram
leucemia ou Sindrome Mielodisplasica (SMD): um gat@ do sexo feminino, idade 10 anos,
apresentou Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) apdsb anos de tratamento
(MONTALEMBERT et al, 1999); um paciente do sexo masculino, idade tds,a
desenvolveu LLA ap6s 3 meses de tratamento (SCHYMZRE, 2003); um paciente do
sexo feminino, idade 21 anos, apresentou LeucemumiBlocitica aguda apos 8 anos de
tratamento (GULBISt al, 2005); um paciente do sexo feminino, idade 2isadesenvolveu
Leucemia Mieldide Aguda (LMA) apés 2 anos de traatn (AL-JAMA et al, 2002); um
paciente do sexo feminino, idade 27 anos, apresdiNtA/SMD apds 8 anos de tratamento
(RAUCH et al, 1999); e um paciente do sexo feminino, idadariss, apresentou LMA apds
6 anos de tratamento (WILSON, 2000). Para exanusaiscos e beneficios do uso a longo
prazo de HU, 299 pacientes com AF foram incluidmsuen ensaio clinico randomizado e
seguidos por 17.5 anos, desses somente 3 paci@esesivolveram neoplasia durante o
tratamento com HU; j& em um outro estudo desemdolyior 17 anos, nenhum paciente
apresentou SMD, leucemia ou cancer (STEINBER@L, 2003; STEINBERGet al, 2010;
VOSKARIDOU et al, 2010). Poucos casos de neoplasias em paciemtesAE tém sido
descritos, e somente em parte deles foi realizadensaio de mutagenicidanhevivo antes e
apoés a inclusdo do tratamento com HU, portantoimnafdo de que a neoplasia foi
desenvolvida apos o tratamento com a droga € a¢BfONTALEMBERT et al, 1999;
RAUCH et al, 1999; WILSON, 2000; AL-JAMAet al, 2002; FESTER; SARIBAN;
MEULEMAN, 2003; SCHULTZ; WARE, 2003; STEINBERG@t al, 2003; GULBISet al,
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2005; LANZKRON et al, 2008;; STEINBERGCet al, 2010; VOSKARIDOUet al, 2010;
TAYLOR et al, 2011).

Os multiplos beneficios do tratamento com HU satavess (SAADet al, 2004,
FITZHUGH; WIGFALL; WARE, 2005; HANKINSet al, 2005; KRATOVIL et al, 2006;
ZIMMERMAN et al, 2007; HANKINSet al, 2008; HEENEY; WARE, 2010; WARE, 2010;
WANG et al, 2011; LEBENSBURGERt al, 2012), contudo a indicacao para expandir o
tratamento a criangas e a outros pacientes conrédisp de estudos que determinem se esses
raros casos de desenvolvimento de neoplasias egpaes significancia no tratamento com a

droga.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

Os principais haplétipos determinados nos paciecwes AF em Fortaleza foram o
haplétipo Bantu (63%), seguido do haplotipo Beriii%), o que apresentou conformidade

com os dados histéricos sobre as origens da p@mteggra trazida ao estado do Ceara.

Os niveis de lesdo no DNA em pacientes com AFdogtaaom HU foram maiores
guando comparados a um grupo controle, o que matmmportancia da genotoxicidade do

medicamento.

Os pacientes com 0s maiores niveis de lesdo no BprAsentaram um cariotipo
normal, o que demonstrou que a genotoxicidade danBt) significa necessariamente a

presenca de mutagenicidade;

Os pacientes nao apresentaram influéncia do seroidade em relacédo aos niveis de

lesdo no DNA;

A lesé@o no DNA dos pacientes apresentou uma coéelpositiva em relacdo a dose
média diaria e ao tempo de tratamento com HU, e conglacdo negativa em relacdo ao
IMC;

Os pacientes com haplotipo Bantu apresentaram esaiiveis de lesdo no DNA
guando comparados aos pacientes com haplétipo BAngenotoxicidade na AF também
parece estar associada a polimorfismos genéticognpo mais pesquisas sdo necessarias a
fim de esclarecer os fatores de risco para a geieedade da terapia com HU na AF.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que os niveis de les&NA podem estar associados
tanto com o tratamento com HU quanto com os pofistaps genéticos da AF. O
conhecimento de que os haplétipos influenciam arbgéneidade fenotipica da doenca ja é
bem estudado, mas a correlacdo desses com a gei#dg na AF é um conhecimento
novo. O resultado deve ser mais extensamente pasiguipela comunidade cientifica
mundial, pois possivelmente possa ser reconhecmmocum fator de risco para a

genotoxicidade na doenga.

Além disso, o trabalho também mostrou que maioigsisrde lesdo no DNA e
polimorfismo genético favoravel nao significam aegenca de mutagenicidade, o que
corrobora com diversos estudos que demonstram gesenvolvimento de neoplasias nesses
pacientes ndo é uma consequéncia comum. O maigtanf® € reconhecer que, embora
raros, existem casos de neoplasia em pacienteg\Ecam tratamento com HU, que precisam
ser melhor estudados, a fim de proporcionar acepgeiuma maior seguranca no tratamento

com o0 medicamento.

O estudo realizado reforca um ponto importante: atagenicidade e a
carcinogenicidade dos pacientes com AF tratados ldoinde significancia ainda incerta,
deve ser avaliada contra os claros beneficiosrdpite e ainda, caso o risco relacionado ao
desenvolvimento de neoplasia seja provado, preesavaliado contra a morbimortalidade

intrinseca dos pacientes com AF nao tratados.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PAR TICIPACAO EM PESQUISA
(PRIMEIRA ETAPA)

Prezado (a) paciente

Vocé esta sendo convidado a participar de umaupsssdntitulada:*LESAO NO
DNA, ALTERACOES CROMOSSOMICAS E SUA CORRELACAO COM
POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES COM ANEMIA FAL CIFORME
TRATADOS COM HIDROXIUREIA”, que tem como objetivo principal avaliar se o
tratamento com Hidroxiuréia representa alguma preagdo em relacdo a genotoxicidade e
mutagenicidade, e se fatores genéticos estarianlwthes. A pesquisa é relevante para todos
0S pacientes com anemia falciforme, pois seustesd colaborardo para a busca de uma
maior seguranca dos pacientes com a doenca.

Para o desenvolvimento deste estudo sera neaessarigrupo de pacientes com
anemia falciforme tratados com hidroxiuréia. E 8eé€io que os participantes deste estudo
coletem uma amostra de sangue (10 mL) em tubo dOWAEe uma amostra de sangue (10
mL) em um tubo com heparina. A coleta sera readizaor profissional habilitado e com
todas as técnicas adequadas.

A coleta de sangue sera realizada no Centro deatdéogia e Hemoterapia do Estado
do Ceara - HEMOCE, localizado na Rua Capitdo FsandPedro, 1210, Rodolfo Tedfilo; em
dias em que o0s pacientes ja estardo realizandomsowdkames, por conta do seu
acompanhamento médico. Caso seja necessdaria adangaciente, exclusivamente, para a
participacdo em nossa pesquisa, 0s pesquisadorespamsabilizardo por seu transporte até o
local da coleta.

Os riscos associados ao estudo sdo apenas osetta d® sangue, podendo haver o
aparecimento de um pequeno hematoma, isto é, unepeglerramamento de sangue no
local da coleta. Lembrando que todo material atilz é descartavel e estéril, e os
profissionais envolvidos s&o capacitados paraitajdo.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, eso ¢ duvida, poderd comunicar-se
com a pesquisadora Ms. Lilianne Brito da Silva Rodue reside na rua Silva Paulet, 2830,
Apto 1104, bairro Aldeota, Fortaleza,CE, fone: @Xx33668264; (0xx85)- 99228002. Para
informacgBes quanto aos aspectos éticos da pegouisad entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario WaGantideo, situado na Rua Capitéo
Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Tedfilo, Fortale2k, ou através do telefone (0xx85) 3366
8589. Para tanto, necessitamos que 0 Senhor (a)zaua obtencéo da coleta de sangue e das
informacgdes para que seja realizada a pesquisa.

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa semrdapiente voluntaria e consciente,
nao havendo qualquer forma de pagamento ou comg@Ensaaterial. O participante pode
desistir de participar, a qualquer momento, senjujz® de sua assisténcia meédica. Sua
identidade serda mantida em sigilo absoluto, sendivalgacdo dos resultados totalmente
proibida a terceiros, ficando restrita a discusaéadémica de ambito cientifico e, ainda
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assim, sem qualquer possibilidade de identificafi@opacientes. Serd, no entanto, permitido
0 acesso as informacdes sobre procedimentos netaitie & pesquisa.

Esse documento sera impresso em duas vias, ficanda@om o entrevistado e a outra
com o pesquisador.

Eu, fui irkdion(a) do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, assim comoddesonfortos previstos e beneficios
esperados. Certo e ciente dos detalhes acimatdes&; por concordar na integra com todos
0s termos acima expostos, manifesto, por vontadgsig, livre e consciente, o proposito de
participar do presente estudo.

O (a) profissional certificou-me de
que todas as informagbes por mim fornecidas setiivadas apenas para fins do presente
projeto de pesquisa e serdo divulgadas de formairand

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PAR TICIPACAO EM PESQUISA
(SEGUNDA ETAPA)

Prezado (a) paciente

Vocé esta sendo convidado a participar de umaupsssdntitulada:*LESAO NO
DNA, ALTERACOES CROMOSSOMICAS E SUA CORRELACAO COM
POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES COM ANEMIA FAL CIFORME
TRATADOS COM HIDROXIUREIA”, que tem como objetivo principal avaliar se o
tratamento com Hidroxiuréia representa alguma preagdo em relacdo a genotoxicidade e
mutagenicidade, e se fatores genéticos estarianlwthes. A pesquisa é relevante para todos
0sS pacientes com anemia falciforme, pois seustesd colaborardo para a busca de uma
maior seguranca dos pacientes com a doenca.

Para o desenvolvimento deste estudo sera neaessarigrupo de pacientes com
anemia falciforme tratados com hidroxiuréia, e tpram selecionados da primeira etapa do
estudo em que foram coletadas uma amostra de sé&t@umel) em tubo com EDTA e uma
amostra de sangue (10 mL) em um tubo com hepaairsagmalises de genotoxicidade e perfil
genético. Neste segundo momento sera coletada mmostra de sangue medular (3mL) em
tubo com heparina por médico hematologista habtidita

A coleta sera realizada no Centro de Hematologlaraoterapia do Estado do Ceara -
HEMOCE, localizado na Rua Capitdo Francisco Petl?d0, Rodolfo Tedfilo; em dias em
gue 0s pacientes ja estardo realizando outros exgmoe conta do seu acompanhamento
meédico. Caso seja necessaria a vinda do paciextkiseramente, para a participacdo em
nossa pesquisa, 0s pesquisadores se responsabilmarseu transporte até o local da coleta.

Os riscos associados ao estudo sao apenas oketdasamgue medular, podendo haver
0 aparecimento de um pegueno hematoma, isto é,eguepo derramamento de sangue no
local da coleta. O paciente também podera ficaiidd®ama pequena dor no local da coleta.
Lembrando que todo material utilizado é descartévestéril, e os profissionais envolvidos
sao capacitados para tal funcao.

Convido o(a) Sr(a) a participar da pesquisa, eso ¢ duvida, poderd comunicar-se
com a pesquisadora Ms. Lilianne Brito da Silva Roaue reside na rua Silva Paulet, 2830,
Apto 1104, bairro Aldeota, Fortaleza,CE, fone: @xx33668264; (0xx85)- 99228002. Para
informacfes quanto aos aspectos éticos da pesouisia entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario WaBantideo, situado na Rua Capitdo
Francisco Pedro, 1290, Rodolfo Teofilo, Fortale2k, ou através do telefone (0xx85) 3366
8589. Para tanto, necessitamos que 0 Senhor (a)zaud obtencdo da coleta de sangue e das
informacdes para que seja realizada a pesquisa.

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa semdaplente voluntéria e consciente,
ndo havendo qualquer forma de pagamento ou comg@nsaaterial. O participante pode
desistir de participar, a qualquer momento, senjufz@ de sua assisténcia médica. Sua
identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendiova@lgacdo dos resultados totalmente
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b

proibida a terceiros, ficando restrita a discusaéadémica de ambito cientifico e, ainda
assim, sem qualquer possibilidade de identificai@pacientes. Sera, no entanto, permitido
0 acesso as informacdes sobre procedimentos neddine a pesquisa.

Esse documento sera impresso em duas vias, ficanda@om o entrevistado e a outra
com o pesquisador.

Eu, fui irdoion(a) do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, assim comoddesonfortos previstos e beneficios
esperados. Certo e ciente dos detalhes acimatdes@; por concordar na integra com todos
0s termos acima expostos, manifesto, por vontadgsig, livre e consciente, o propésito de
participar do presente estudo.

O (a) profissional certificou-me de
que todas as informacfes por mim fornecidas setiiadas apenas para fins do presente
projeto de pesquisa e serdo divulgadas de formairaad

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo
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ANEXO C - Artigo publicado referente
ao tema da tese
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ANEXO D- Artigos publicados
relacionados ao tema da tese



