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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca hematoldgica causada por uma mutacdo pontual no
gene da B-globina. A hemoglobina S (HbS) gerada devido a mutacdo forma hemacias com
menor meia-vida devido a sua destrui¢do crénica, sendo a principal responsavel pelos sinais e
sintomas da doenca. Os polimorfismos do gene BLC11A e o uso de hidroxiuréia (HU)
modulam a concentracdo de hemoglobina fetal (HbF), principal inibidora da polimerizacéo da
HbS, diminuindo a hemdlise e a vaso-oclusdo. O presente estudo teve o0 objetivo de associar
os polimorfismos do gene BCL11A com os biomarcadores de hemolise reticuldcitos,
bilirrubinas, acido drico, lactato desidrogenase (LDH), e metemoglobina (MetHb).
Participaram do estudo 45 pacientes com AF em uso de HU, de ambos 0s sexos, atendidos no
ambulatorio de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) em
Fortaleza-Ceard e 80 individuos saudaveis como grupo controle. A dosagem de MetHb, de
acido drico e bilirrubinas foi realizada atraves de método espectrofotométrico, a de LDH por
método cinético, a contagem de reticuldcitos por metodologia manual e a avaliacdo dos
polimorfismos do BCL11A por PCR em tempo real. Os dados obtidos foram analisados
utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism. O nivel de significancia foi estabelecido
em <5%. Pacientes com AF e individuos saudaveis apresentaram uma diferenca entre os
pardmetros hematoldégicos hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e
plaquetas. Em relacdo aos parametros de hemdlise, observou-se que os pacientes com AF
apresentaram um aumento de reticuldcitos, MetHb, LDH e bilirrubinas (BT, BD, Bl) em
relagdo ao grupo controle. A regido rs7557939 do gene BCL11A apresentou uma associacao
com os biomarcadores de hemélise MetHb e LDH e a regido rs4671393 com a concentracao
de HbS. O uso da HU em doses maiores que 10mg/kg/dia e por um periodo maior que 50
meses apresentou associacdo com a diminuicdo da concentracdo de LDH e com a contagem
de reticuldcitos. Concluiu-se que polimorfismos no gene BCL11A e o tratamento com a HU
podem modular os biomarcadores de hemdlise, entretanto, mais pesquisas Sa0 necessarias
para estudar indicadores de prognostico e os fatores envolvidos na heterogeneidade clinica da
AF.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Hemdlise. Polimorfismo genético.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is a hematological disease caused by a point mutation in the f-
globin gene. Sickle hemoglobin (HbS) is generated due to fragile mutation that decreases the
red blood cell lifetime due to its chronic destruction, being the main responsible for the signs
and symptoms of the disease. The use of hydroxyurea (HU) and genetic polymorphisms on
modulates fetal hemoglobin (HbF), the main inhibitor of HbS polymerization, reducing
hemolysis and vaso-occlusion. This study aimed to evaluate the association of polymorphisms
BCL11A gene on the hemolysis markers reticulocytes, bilirubin, uric acid, lactate
dehydrogenase (LDH) and methemoglobin (MetHDb). The study included 45 patients with
SCD of both sexes, in use of HU, attended in outpatient University Hospital Walter Cantidio
(HUWC) in Fortaleza, Ceara, and 80 healthy individuals as a control group. The MetHb, uric
acid and bilirubin dosage has performed by spectrophotometric method, the LDH by a kinetic
method, the reticulocyte count by manual method and evaluation of BCL11A polymorphisms
by PCR in real time. Data were analyzed using the statistical software GraphPad Prism. The
level of significance was set at <5%. Patients with SCD and healthy subjects showed a
difference between hematological parameters, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular
volume (MCV) and platelets. Regarding the hemolysis parameters, it was observed that SCD
patients has an increase of reticulocytes, MetHb, LDH and bilirubins compared to control
group. The rs7557939 region showed an association with hemolysis biomarkers MetHb and
LDH and rs4671393 region with the HbS concentration. The use of HU at doses higher than
10 mg/kg/day and for a longer period than 50 months had association with the decrease of the
LDH concentration and the reticulocyte count. We conclude that polymorphisms on BCL11A
gene and treatment with HU may modulate the hemolysis biomarkers, however, more
research is necessary to study prognostic indicators and the factors involved in the clinical

heterogeneity of SCD.

Keywords: Sickle cell disease. Hemolysis. Genetic polymorphism
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1 INTRODUCAO

1.1 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem um grupo de distarbios hemoliticos
herdados de forma recessiva que alteram a estrutura ou a sintese da hemoglobina.
Compreendem as talassemias, a doenca falciforme (DF), as hemoglobinas instaveis e as
hemoglobinas variantes com alteracfes funcionais. Podem ser classificadas em dois
grandes grupos: alteracdes que resultam de uma anormalidade estrutural em uma das
cadeias da globina, como no caso da DF, e alteragdes quantitativas na producgédo de
cadeias globinicas, grupo que inclui as talassemias (ORLANDO et al, 2000; NAOUM,
BONINI-DOMINGOS, 2007).

A DF compreende um grupo de doengas que possuem em comum a presenca
da hemoglobina S (HbS), podendo ser em homozigose, como no caso da anemia
falciforme (AF- HbSS), em associa¢cdes com outras variantes de hemoglobinas, tais como,
HbD, HbC, entre outras, e interacbes com as talassemias. A heterozigose para HbS (traco
falciforme-HbAS) define uma situacdo relativamente comum, em que o individuo
apresenta a mutacdo, porém sem sintomatologia clinica (CANCADO, JESUS, 2007;
JESUS, 2010).

1.2 Anemia Falciforme

A AF é uma doenca hematoldgica genética que apresenta uma mutacao
pontual no cromossomo 11 no gene da B-globina. Tal mutagdo modifica a sequéncia do
cddon GAG para GTG, devido a uma troca entre as bases nitrogenadas adenina e timina.
Em decorréncia dessa troca, h& uma modificagdo no 6° aminoacido da cadeia da B-
globina, sendo produzido um &cido glutdmico no lugar da valina, gerando uma
hemoglobina variante denominada HbS em homozigose (Figura 1). Essa pequena
modificacdo estrutural é responsavel por profundas alteragcdes nas propriedades fisico-
qguimicas da molécula de hemoglobina no estado desoxigenado (STUART; NAGEL,
2004; MANFREDINI et al, 2007; ZAGO; PINTO, 2007).
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Figura 1 — Mutacdo no gene da -globina
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Nota: Esquema mostra a alteragdo genética na AF. A mutagdo é do tipo pontual no gene da fj -globina,
localizada no cromossomo 11.
Fonte: Disponivel em: http://www.ib.usp.br/evosite/evo101/111C2aCasestudy.shtml

1.3 Epidemiologia

A HbS é uma hemoglobina variante originaria da Africa, que chegou ao
Brasil com o trafico de escravos negros. Trata-se da doenca hereditaria mais frequente no
mundo. Durante muitos anos foi reconhecida como uma doenca predominante em negros
e pardos, entretanto, encontra-se hoje também em brancos em funcdo da miscigenacao
(GALIZANETO, PITOMBEIRA, 2003).

No Brasil, distribui-se heterogeneamente, sendo mais frequente onde a
proporcédo de afrodescendentes € maior. Estima-se que 25 mil a 50 mil pessoas tenham a
doenca no pais (SAUDE, 2015). A HbS apresenta maior frequéncia na regido Nordeste,
principalmente no Estado da Bahia, onde a ancestralidade africana tem maior
predominéncia genética, com incidéncia de 1/650 em recém-nascidos (SAUDE, 2014;
CARVALHO et al, 2014).

1.4 Fisiopatologia

Quando a HbS apresenta-se na forma desoxigenada, torna-se alongada e as
cadeias de B1 e B2 das globinas BS ficam mais proximas, favorecendo o contato entre as
regides da desoxiemoglobina. Por meio da unido de varios tetrameros de HbS, forma-se
um numero consideravel de moléculas que se organizam em longos polimeros de
filamentos duplos, formando feixes, os quais modificam a arquitetura e flexibilidade do

eritrocito, que adquire a forma “de foice” caracteristica da doenga. As modificagdes que
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ocorrem no interior da célula devido ao processo de falciza¢do levam a maltiplos eventos,
dentre os principais a vaso-oclusdo e a hemolise (Figura 2) (STUART; NAGEL, 2004;
ZAGO; PINTO, 2007; OWUSU-ANSAH et al, 2016).

Figura 2— Mutagao na B-globina e fisiopatologia da AF
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Nota: O esquema representa a HbS passando do estado oxigenado para o desoxigenado, fato constante na
fisiopatologia das hemacias, sendo nesse caso representado pelas mudancas fisico-quimicas que ocorrem de
forma continua e cronica, alterando a forma da hemécia de biconcova para “foice” e comprometendo tanto
a meia vida da célula como sua circulagcdo normal. O processo de falcizagdo induz hemdlise e episédios de
vaso-oclusdo de natureza bem variavel nesses pacientes.

Fonte: Disponivel em: <http://murphylaboratory.com/?p=491> (adaptado).

Dentre os eventos ocorridos na AF, a baixa biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO), tanto em criangas como em adultos, em estado basal ou durante as crises
vaso-oclusivas, ja foi documentado na literatura. Além disso, 0 aumento da expressao de
moléculas de adesdo endotelial como VCAM-1 e ICAM-1 e a migracdo de leucdcitos e
plaquetas para o microambiente inflamatério, leva a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio (ERO) que culminam em um aumento do
estresse oxidativo, inflamacédo cronica aos pacientes e um quadro pré-coagulante (KATO
et al., 2009).

As hemacias falcizadas, por serem mais rigidas, ao passarem no interior de
pequenos vasos, ocasionam dano a parede do endotélio e liberacdo de endotelina-1, um
potente vasoconstritor. Este fato, juntamente com a diminui¢do da biodisponibilidade do
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NO (devido ao consumo de seu precursor pela enzima arginase), e a adesdao de hemécias,
leucocitos e plaquetas ao endotélio, diminuem a luz do vaso e causam os fendmenos
vaso-oclusivos, que juntamente com a hemdlise crénica, contribuem para o aparecimento
das manifestacdes clinicas da doenca (ZAGO; PINTO, 2007; HOPPE, 2014; WAGENER
et al, 2015; OWUSU-ANSAH et al, 2016).

1.5 Hemblise

A hemolise constitui a destruicdo prematura dos globulos vermelhos do
sangue, por rompimento fisioldgico ou patoldgico da membranca plasmatica. A hemolise
cronica pode ocorrer em varias condic¢Bes, causando anemia hemolitica (CERQUEIRA et
al, 2010).

NA AF a hemdlise crénica causa desequilibrio vascular, com diminuic¢do da
meia-vida das hemacias, refletindo na concentracdo de hemoglobina, contagem de
reticuldcitos, alteragcbes nos niveis de bilirrubinas e LDH e, devido a isso, esses
parametros tem sido estudados como forma de avaliar e monitorar a evolucdo da doenca,
sendo utilizados na pratica clinica. Outros parametros como a dosagem de &cido Urico e
de metemoglobina (MetHb) ndo séo utilizados clinicamente para essa finalidade e ainda
estdo sendo estudados em pesquisas cientificas (NOLAN et al, 2005; CERQUEIRA et al,
2010).

O grau de hemolise varia de acordo com o tipo de DF, sendo mais grave em
pacientes com AF, que sdo homozigotos para a mutacdo do gene da -globina (HbSS), e
menos graves em individuos portadores de dupla heterozigose ou associagdo com
talassemia (NAOUM; SOUZA, 2004; SILVA FILHO et al., 2005; KATO; GLADWIN;
STEINBERG, 2007; CERQUEIRA et al, 2010).

O quadro de hemdlise em pacientes com AF é associado com a evolucdo da
doenca, portanto, o uso de biomarcadores de hemolise tem sido utilizados na pratica
clinica, como monitoramento do tratamento em pacientes com AF, apesar do grande uso
da dosagem da HbF como modulador da atividade da doenca (SILVA FILHO et al., 2005;
CERQUEIRA et al, 2010).

A contagem de reticuldcitos fornece uma estimativa da atividade da medula
Ossea, sendo utilizado no diagndéstico diferencial das anemias e no monitoramento do
tratamento das mesmas. Estudos mostram um aumento da contagem de reticulocitos em

pacientes com AF, estando este parametro associado ao aumento do processo hemolitico
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e a uma diminuicao desse parametro com o uso da HU (BRUGNARA et al,1997; RILEY;
BEN-EZRA; TIDWELL, 2001; DAMANHOURI et al, 2015; MOREIRA et al, 2015).

A MetHb ¢ liberada durante o processo de hemolise, se apresentando em
quantidade elevada em pacientes com AF, como foi verificado em alguns estudos. A
MetHb é a forma oxidada da hemoglobina cujo ferro ferroso (Fe?*) da porgdo heme esta
oxidado ao estado férrico (Fe**) e, por isso, ndo consegue se ligar ao oxigénio. A
metemoglobinemia pode ocorrer por um desequilibrio redox, devido a oxidagao excessiva
da hemoglobina, ou pela diminuigdo da atividade das enzimas redutoras (NAOUM,;
SOUZA, 2004; SILVA FILHO, 2005; NASCIMENTO et al., 2008; LAURENTINO et al,
2014; JIALAL; SOKOLL, 2015).

Lactato desidrogenase (LDH) é uma das enzimas da via glicolitica que
catalisa a conversdo do piruvato em lactato. A LDH sérica existe na forma de 5
isoenzimas que sdo numeradas de 1 a 5 de acordo com a sua mobilidade eletoforética. A
distribuicdo das isoenzimas nao é uniforme entre os tecidos, sendo encontrada nas
hemaécias principalmente nas formas LDH1 e LDH2. Juntamente com a contagem de
reticulocitos e bilirrubina indireta, a LDH tem sido utilizada como um marcador de
hemolise e é elevada em pacientes com AF em estado estacionario. Elevadas
concentracdes de LDH tem sido correlacionadas com o aumento da incidéncia de
priaprismo e Ulceras de perna na AF. (REES; GIBSON, 2011; BALLAS, 2013;
DAMANHOURI et al, 2015; MOREIRA et al, 2015)

O é&cido urico € uma substancia formada pelo organismo através da
decomposic¢do das purinas. O aumento da concentracdo sérica de acido Urico pode ocorrer
devido ao aumento da sintese de nucleoproteinas ou a diminuigdo na excrecgdo renal. Na
AF a hiperuricemia pode ocorrer devido a alteracdo da funcdo tubular renal ou a
reutilizacdo de acidos nucléicos provenientes da hemolise (DIAMOND; MEISEL;
HOLDEN, 1979; CONGER, 1990; MOREIRA et al, 2015). No estudo de Cerqueira e
colaboradores (2011), encontrou-se uma correlagdo entre niveis de acido Urico e
marcadores de hemdlise e no estudo de Moreira e colaboradores (2015) observou-se um
aumento nas dosagens de &cido Urico em pacientes com AF em relacdo a individuos

saudaveis.

Pacientes com AF apresentam um processo hemolitico crénico decorrente da

destruicdo prematura das hemacias. Ictericia é frequentemente observada nestes doentes e
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reflete a presenca de hiperbilirrubinemia, principalmente as custas de bilirrubina indireta
(ndo-conjugada). A intensidade da ictericia varia muito entre os doentes, e isto pode ser
explicado pelo grau de comprometimento hepatico, intensidades diferentes de hemolise e
alteracdes genéticas do metabolismo da bilirrubina. No citoplasma dos macréfagos, a
hemoglobina é degradada em globina e heme. O heme sofre a acdo da enzima heme-
oxidase, que abre o anel tetrapirrolico da porfirina, liberando o ferro, uma molécula de
monoxido de carbono, além de biliverdina. Esta ultima sofre acdo da enzima biliverdina-
redutase e passa a bilirrubina, um pigmento amarelo. Em estudo realizado por Belini
Junior e colaboradores (2015) demonstrou-se que pacientes com AF em uso de
hidroxiuréia (HU) apresentaram diminuicdo de bilirrubina total, além de uma associacao

deste marcador com a gravidade da doenca.
1.6 Manifestacdes clinicas

As manifestacOes clinicas da AF sdo heterogéneas e de causas multifatoriais,
variando de sintomatologia leve a grave, podendo comprometer érgdos vitais como
pulmdo, coracdo e rins. A vaso-oclusdo em pequenos vasos representa 0 evento
determinante na doenca, podendo provocar isquemia de tecidos, resultando em uma
cascata de eventos tais como: hemolise, a disfungdo endotelial, a inflamacéo,
hipercoagulabilidade, o estresse oxidativo, lesdo de reperfusdo e hipoxemia. Dentre 0s
eventos mais graves podemos citar a sindrome toracica aguda (STA), insuficiéncia renal,
acidente vascular cerebral (AVC), priaprismo, infeccbes recorrentes e hipertensdo
pulmonar (ZAGO; PINTO, 2007; REES; GIBSON, 2011).

1.7 Tratamento

O tratamento da AF consiste no uso de varios medicamentos, incluindo
analgeésicos, antibidticos, vitaminas e antioxidantes com a finalidade de reduzir os sinais e
sintomas da doenca. Além disso, pode ser utilizado a transfusdo sanguinea nos casos de
anemia grave e o uso de hidroxiuréia (HU), com o objetivo de aumentar a concentracao
de HbF. O transplante de células-tronco hematopoeéticas consiste no Unico tratamento
curativo para a doenca (IANNONE et al., 2005).

A HU é o medicamento de escolha para o tratamento tanto de criangas como

de adultos com AF. Atualmente o uso ndo segue um critério de padronizagdo. Os
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primeiros estudos do uso da HU na AF se iniciaram nos anos 70, mas somente na década
de 90, nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a sua
utilizacdo para o tratamento da AF em pacientes adultos com crises dolorosas recorrentes.
No Brasil, o uso da HU para pacientes com DF foi aprovado em novembro de 2002,
através da portaria de nimero 872 do Ministério da Saude (CANCADO et al., 2009;
WONG et al, 2014).

A HU além de promover um aumento na concentracdo de HbF, inibindo a
polimerizacdo da HbS, atua também na reducdo da expressdo de moléculas de adesdo,
com propriedades anti-inflamatéria e anti-agregante, contribuindo para a diminuigdo da
STA, das crises vaso-oclusivas, reduzindo a necessidade de transfusdes sanguineas, a
frequéncia de hospitalizac6es e a mortalidade. Estudos atribuem ainda a droga uma acao
no metabolismo do NO, aumentando a producdo do mesmo, via ciclo da GMPc e
consequentemente aumento da HbF (HUANG et al, 2004; STROUSE, 2008; WONG et
al, 2014).

O beneficio principal do tratamento com HU em pacientes falcémicos é
atribuido a propriedade da mesma de elevar os niveis de HbF, sendo um importante
inibidor da polimerizacdo da HbS, contribuindo para a diminuicdo da hemdlise, e
reduzindo a gravidade e intensidade das manifestacfes clinicas (FIGUEIREDO, 2007;
ZAGO; PINTO, 2007).

Os pacientes em uso de HU podem apresentar uma variabilidade na resposta
terapéutica, uma vez que esta esta interligada com os moduladores da gravidade clinica
da AF, dentre eles a concentracdo de HbF, grupos de haplétipos da B- globina, a co-
associacdo com alfa-talassemia e presenca dos polimorfismos como os Xmnl, BCL11A e
HBS1L-MYB 3. Além disso, a variabilidade da resposta pode estar ainda associada a
variacdo da metabolizacdo do farmaco (LETTRE et al, 2008; IOLASCON; ANDOLFO;
RUSSO, 2015).

Estudos em farmacogenética tem identificado que polimorfismos genéticos
em regides variadas podem interferir na variabilidade da resposta ao tratamento com a
HU, causando eficacia diferenciada entre os pacientes. O conhecimento a cerca dos
polimorfismos em regies da vy-globina é essencial para o entendimento da

heterogeneidade clinica da AF e para o desenvolvimento de terapias alvo ou até mesmo
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personalizada para cada individuo, melhorando a resposta ao tratamento e minimizando
0s eventos adversos e o risco de toxicidade da droga (XIE; FRUEH, 2005; MA; LU, 2011;
SIM; KACEVSK; INGELMAN-SUNDBERG, 2013; IOLASCON; ANDOLFO; RUSSO,
2015).

1.8 Biomarcadores de progndstico

Pacientes com AF apresentam grande variabilidade clinica, apesar de todos
possuirem a mesma mutacdo genética. Essa diferenca na gravidade clinica deve-se a
efeitos ambientais e a moduladores como a concentracdo de HbF, a associacdo com a
alfa-talassemia e os hapl6tipos da B-globina (ZAGO; PINTO, 2007; STEINBERG, 2009).

1.8.1 Hemoglobina fetal

As elevacBes de HbF tem um papel muito importante na modulacdo do
quadro da AF, sendo o mais importante modulador da doenga. Elevadas concentracGes
desta hemoglobina, em geral, reduzem a gravidade da doenca pois diluem a concentracao
de HbS circulante, inibindo sua polimerizacdo. Assim, gendtipos que produzem uma
menor concentracdo de HbS ou uma elevacdo de HbF (que ndo interage com as
moléculas de HbS) dificultam a polimerizacdo e a falcizacdo, reduzindo a gravidade e
intensidade das manifestac@es clinicas (STUART; NAGEL, 2004; ZAGO; PINTO, 2007;
STEINBERG, 2009; ORKIN. HIGGS, 2010; BHANUSHALI, 2015).

1.8.2 Haplétipos do gene da p-globina S

Os hapldtipos da BS representam padrées de polimorfismos do DNA ao longo
do cromossomo 11 de individuos portadores do gene da B-globina. Cinco principais
hapldtipos tém sido relatados em diferentes regiGes do mundo e séo relacionados com 0s
locais de sua origem: Benin, Bantu, Senegal, Camardes e Arabe Indiano (GALIZA NETO;
PITOMBEIRA, 2003; FLEURY, 2007).

A descoberta dos haplotipos do gene BS apresentou-Se como importante
elemento de andlise antropologica para estudo das composi¢des populacionais, bem como
elementos de estudo clinico, podendo fornecer dados preditivos acerca da evolucdo da
doenca e seu nivel de gravidade, visto que modificam o sitio polimérfico Xmnl, na regido
promotora do gene da y-globina, estando relacionados com quadro clinico e niveis de
HbF variados (ELDERDERY et al, 2012). O haplotipo Senegal estd associado a niveis
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steinberg%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19151898

22

elevados de HbF e curso clinico menos grave da doenga; o Benin, a niveis medianos de
HbF e curso clinico intermediario; o Bantu a niveis diminuidos de HbF e quadro clinico
mais grave; e o haplétipo Arabe-Indiano apresenta niveis elevados de HbF e curso clinico
heterogéneo. No Nordeste do Brasil ha maior prevaléncia dos haplétipos Bantu e Benin.
(ZAGO; PINTO, 2007; SILVA, GONCALVES; RABENHORST, 2009).

1.8.3 Polimorfismos do gene BCL11A

A concentracdo de HbF em adultos é herdada como uma caracteristica
genética quantitativa. Estudos tem mostrado que polimorfismos no gene promotor Gy-
globin (HBG2) (cromossomo 11p), no gene BCL11A (cromossomo 2p) e na regido
intragénica HBS1L-MYB (cromossomo 6q) estdo associados a diferentes variacbes na
concentracdo de HbF na AF. Dos trés Quantitative Trait Locus (QTL), BCL11A tem sido
mais fortemente correlacionado a expressdo de HbF (CARDOSO et al, 2014;
BHANUSHALLI, 2015).

Individuos apresentam variada concentracdo de HbF e esta é uma
caracteristica altamente hereditaria, portanto era esperado que a identificacdo de
polimorfismos geneticos que modulam a HbF fossem importantes para elucidar os
mecanismos moleculares da expressao de HbF e a etiologia da heterogeneidade clinica da
AF. Os niveis de HbF séo controlados por um certo nimero de determinantes genéticos,
resultando em concentracdes variaveis desta hemoglobina, levando a variabilidade
fenotipica observada na AF (LETTRE et al, 2008).

Estudos genéticos mostraram a presenca de Polimorfismos de Nucleotideos
Simples (SNPs) que ocorrem em mais de 1% da populacéo e que sdo responsaveis por 20
a 50% das modificacBes nos niveis de HbF em pacientes com AF ou pB-talassemia e
individuos normais. Esses polimorfismos ocorrem no gene BCL11A, que esta localizado
no cromossomo 2 (2p16) e que codifica um fator transcricional que modula a sintese de
HbF (expresséo de y-globina). O gene BCL11A age naturalmente como um repressor da
expressdo de HbF, entretanto, polimorfismos nessa regido levam ao aumento da
expressao de HbF (FANIS et al, 2014; BHANUSHALI et al, 2015; BITOUNGUI,
NGOGANG; WONKAM, 2015).

Diversas pesquisas mostram a relacdo entre as concentracdes de HbF e os

polimorfismos do gene BCL11A. Segundo estudos, as regides do gene BCL11A mais
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implicadas na modulagdo da expressdo da HbF s&o rs1186868, rs7557939 e rs4671393,
entretanto, ainda ndo existe um consenso em relacdo a regido ou o polimorfismo que mais
estaria relacionado com diferencas na concentracdo de HbF (UDA et al, 2008; LETTRE
et al, 2008; CHAOUCH et al, 2015).

Trabalhos diversificados vem mostrando a associagdo existente entre o gene
BCL11A e a concentracdes de HbF, entretanto, sdo escassos 0s estudos que sugerem a
influéncia desse gene sobre os parametros hemoliticos. Dentro desse contexto, buscou-se
verificar uma possivel associagdo existente entre os polimorfismos do gene BCL11A e
biomarcadores de hemolise na AF.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo dos polimorfismos do gene BCL11A com o0s
biomarcadores de hemolise reticuldcitos, bilirrubinas, acido urico, lactato desidrogenase e

metemoglobina em pacientes com anemia falciforme.
2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil demogréfico dos pacientes com AF através das variaveis
sexo e idade e o perfil hematoldgico através da anélise dos parametros Hb, Ht,
VCM, CHCM, leucdcitos, plaquetas, concentracdo de HbF e de HbS.

e Comparar a concentracdo dos biomarcadores de hemdlise metemoglobina
(MetHb), bilirrubinas, &cido Urico, lactato desidrogenase (LDH) e reticulécitos
entre pacientes com AF e um grupo de individuos saudaveis.

e Determinar a presenca dos polimorfismos do gene BCL11A nos pacientes com
AF.

e Associar os polimorfismos do gene BCL11A com as concentracdes dos
biomarcadores de hemdlise em pacientes com AF.

e Verificar a associacdo dos polimorfismos do gene BCL11A com as
concentracdes de HbF e de HbS.

e Comparar a concentracdo dos biomarcadores de hemolise em pacientes com
AF em relacdo a dosagem utilizada e ao tempo de tratamento com HU.

e Associar as dosagens de HU com os geno6tipos do gene BCL11A.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara (UFC) sob o
n® de protocolo 706.154 (ANEXO A). O trabalho em questdo esta englobado em um
projeto maior que abrange esta pesquisa e seus respectivos objetivos. O trabalho foi
executado segundo os principios e normas que regulamentam a pesquisa em seres

humanos, do Conselho Nacional de Satde — Ministério da Saude, Resolugédo n°® 466/2012.
3.2 Desenho do estudo

Estudo do tipo transversal em que foram incluidos pacientes com diagndéstico
de AF atendidos no ambulatério do HUWC. O estudo foi realizado no periodo de junho
de 2014 a janeiro de 2016.

3.3 Local do estudo

A coleta das amostras de sangue periférico dos pacientes com AF foi
realizada no ambulatério de Hematologia do HUWC (localizado no Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara -HEMOCE) no periodo de janeiro a dezembro de
2015. Os parametros de hemolise foram realizados no Laboratério de Hemoglobinopatias
e Genética das Doencas Hematologicas (LHGDH) do Curso de Farmécia da UFC e os
polimorfismos do gene BCL11A no Laboratério Central do Estado do Ceara (LACEN).

3.4 Casuistica

Participaram do estudo 45 pacientes com AF, em uso de HU, de ambos os
sexos, adultos, selecionados de acordo com os critérios de sele¢cdo da amostra. Como
grupo controle foram utilizadas amostras de 80 doadores de sangue (HbAA) do
HEMOCE.

Os pacientes com AF foram estratificados de acordo com a dose de HU
utilizada em: <10mg/kg/dia e em > 10mg/kg/dia (JAIN et al, 2013; WONG et al, 2014) e
de acordo com o tempo de tratamento com a HU: < 50 meses e > 50 meses. Em relacao
aos gendtipos do gene BCL11A das regides estudadas, os pacientes foram divididos em:
AJA; AlG; G/IG; CIC; CIT e TIT.
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O grupo de individuos saudaveis (controle) foi utilizado no estudo a fim de
comparar os parametros do hemograma e os biomarcadores de hemdlise em relacdo aos

pacientes com AF.
3.5 Selecdo da amostra
Critérios de inclusdo

e Pacientes com AF:

Pacientes adultos (maiores de 18 anos), de ambos 0s sexos, em uso de HU,
com diagnoéstico de AF (HbSS) previamente confirmado por estudo clinico e
molecular. Os participantes do estudo apresentavam-se no estado basal da doenca,
segundo os critérios estabelecidos por Ballas (2012): auséncia de  crises
dolorosas por quatro semanas consecutivas; nenhuma admissdo hospitalar nos
ultimos 2-3 dias; histérico negativo de transfusdo sanguinea durante os 4 meses
anteriores; nenhuma intercorréncia de infeccdo ou inflamacdo nas Ultimas 4
semanas; nenhum tratamento com medicamentos que possam afetar o
hemograma (antibidticos, imunossupressores, entre outros) durante as Ultimas 3

semanas.

e Grupo controle: Individuos adultos (maiores de 18), de ambos 0S Sexos,
aparentemente saudaveis.

Critérios de excluséo

e Pacientes com AF:

-Pacientes em uso de vitaminas antioxidantes.
-Pacientes que néo utilizavam HU

e Grupo controle:

- Individuos em uso de vitaminas antioxidantes.

3.6 Coleta do material
As informacdes demograficas, os parametros hematologicos e as informagdes
sobre a HU (dose e tempo de uso), concentragdo de HbF e HbS foram obtidas dos

prontuérios dos pacientes.
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Apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE —
APENDICE A) as amostras de sangue periférico foram coletadas em dois tubos: um
contendo anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para a realizacdo da
dosagem de MetHb, contagem de reticulécitos e extracdo de DNA leucocitario (para
posterior determinagdo dos polimorfismos do BCL11A); e um tubo contendo
anticoagulante heparina para a dosagem de LDH, &cido drico e bilirrubinas.

3.7 Dosagem dos biomarcadores de hemolise
3.7.1 Dosagem de metemoglobina

A dosagem de MetHb foi realizada por método espectrofotométrico, segundo
a metodologia proposta por Naoum, Radispiel e Moraes (2004). Essa técnica fundamenta-
se na avaliacdo da solucdo de hemoglobina, previamente estabilizada em tampé&o fosfato
60 mol L-1 (preparada segundo Camargo et al, 2007) em dois comprimentos de onda
especificos para metemoglobina (630 nm) e oxiemoglobina (540 nm). Utilizou-se tampé&o
fosfato 60 mol L-1 e saponina a 1% como reagentes.

A dosagem de MetHb em porcentagem € obtida através do célculo a
seguir, utilizando as absorbancias obtidas:

Abs 630nm x 100
Abs 630nm+ (Abs 540nm x 10)

Calculo da MetHb (%) =

Para esta técnica, a porcentagem normal de MetHb situa-se entre 1,9 a 3,8%.
Valores acima de 4% s&o considerados elevados.

3.7.2 Dosagem de LDH, &cido urico e bilirrubinas (total e direta)

Foram realizadas utilizando-se Kkits especificos da marca Labtest®
obedecendo a metodologia sugerida pelo fabricante. A dosagem de LDH foi realizada por
modo cinético, através de metodologia UV - Método Piruvato-Lactato. A dosagem de
acido drico foi realizada mediante sistema enzimatico, utilizando metodologia
colorimétrica (Enzimatico Trinder). As bilirrubinas total e direta foram determinadas
através de reacdo de ponto final, utilizando metodologia colorimétrica. Os niveis de
bilirrubina indireta foram determinados a partir da subtracdo entre os valores de

bilirrubina total e bilirrubina direta.
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3.7.3 Contagem de reticulécitos

A contagem de reticulécitos foi realizada pelo método manual, utilizando a
coloragéo supravital (DACIE; LEWIS, 1995). Esta metodologia consiste em contar em

microscopio optico a quantidade de reticuldcitos obtidos dentre 1000 hemécias.
3.8 Extracdo de DNA

Primeiramente foi realizada a extracdo do DNA leucocitario a partir de
amostras de sangue total colhidas em tubos contendo o anticoagulante EDTA. Foram
utilizados kits especificos de extracdo da Axygen®. Apoés a realizacdo do protocolo de

extracdo, as amostras foram armazenadas a -20°C até o momento da utilizagao.
3.9 Determinacéo dos polimorfismos em BCL11A

Apbs a extracdo do DNA, foi realizado o estudo dos polimorfismos do gene
BCL11A através de uma reacdo de PCR em tempo real utilizando tecnologia TagMan®
SNP Genotyping Assay (LIFE TECHNOLOGIES). A técnica consiste no monitoramento
optico da fluorescéncia emitida durante a reacdo de PCR, através da ligacdo de uma
sonda especifica na fita recém-sintetizada. As reacdes foram realizadas sempre em
duplicata, utilizando-se o fluoréforo VIC/FAM e PCR Master Mix Universal® (LIFE
TECHNOLOGIES), que contém todos 0s reagentes necessarios para a PCR (dNTP’s,
MgCly, tampéo, Tag Ampli-Gold). Além disso, utilizou-se também amostra de DNA e

primers especificos para o gene analisado.

A analise dos polimorfismos no gene BCL11A foi realizada através da
deteccdo das seguintes regides do gene: rs4671393 e rs7557939, rs11886868 (Tabela 1)

Tabela 1 — Polimorfismos e regides do gene BCL11A estudadas

Regido Alelo selvagem Alelo mutante
rs4671393 A G
rs7557939 G A

rs11886868 C T
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As reagOes foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante (LIFE
TECHNOLOGIES), como apresentada na Tabela 2. Em todos os casos foram feitos
controles negativos, contendo &gua esteril em substituicdo a amostra. As reaces foram

preparadas em placas de 96 pogos com tampas plasticas que permitem a passagem de luz.

Tabela 2 — Reagentes utilizados na PCR alelo especifica em tempo real

Reagentes pL
Agua ultrapura 7
Master Mix 12,5
Universal
SNP 0,5
DNA gendmico 5
Total 25

O processo de amplificacédo foi realizado por uma ativacao prévia da enzima a
95°C por 10 minutos; acrescido de 40 ciclos compreendendo deshaturacdo do DNA a
92°C por 15 segundos, e anelamento e extensdo (pareamento dos oligonucleotideos) a

60°C por 1 minuto.

A deteccéo da amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI
7500 REAL-TIME PCR SYSTEM® (APPLIED BIOSYSTEMS) em gréficos de
fluorescéncia versus numero de ciclos. O ciclo no qual se detecta fluorescéncia acima do
limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto
maior a expressdo de um gene, ou seja, quanto mais copias existirem no inicio da reacao,

mais precocemente ocorre a amplificacdo e, consequentemente menor € o Ct.
4.0  Analise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada mediante a utilizacdo do
programa estatistico GraphPad Prism versdo 5.0. Primeiramente utilizou-se o teste

D’Agostino e Pearson para verificar a normalidade dos dados. Em seguida utilizou-se os
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testes estatisticos de Mann Whitney (quando variaveis ndo paramétricas) e teste T nédo
pareado (para varidveis paramétricas) para a comparar as médias dos biomarcadores de
hemolise entre pacientes com AF e grupo controle e para comparar a concentracdo dos
parametros de hemdlise em relagcdo ao tempo de uso e a dose de HU. Para a comparacgéo
dos biomarcadores entre os genétipos do BCL11A e a comparacdo da concentracdo de
HbF e de HbS entre os genotipos do BCL11A utilizou a anélise de variancia Anova com
pos teste de Tukey.

Foi utilizado o teste do Qui-quadrado para a associacdo entre os gendtipos do
BCL11A e a dose de HU utilizada. Foi estabelecido significancia estatistica quando p<
0,05.



31

4 RESULTADOS

A populacdo em estudo foi constituida por 45 pacientes com AF com idade
variando de 20 a 65 anos, com média de 37,23 anos. Em relacdo ao sexo, 28 (62,2%)
eram do sexo feminino e 17 (37,8%) do sexo masculino. As caracteristicas demograficas

e hematoldgicas estdo apresentadas na Tabela abaixo:

Tabela 3- Caracteristicas e dados do hemograma de pacientes com AF e grupo controle

AF (n=45) Controle (n=80) Valor de p
Masculino/Feminino 17/28 12/19 ---
Idade (anos) 37,23 + 14,51 28,45+ 7,914 ---
Hemoglobina (g/dL) 9,591 +£1,461 14,18 £ 1,332 <0,0001*
Hematdcrito (%) 28,62 + 4,813 42,50 + 3,566 < 0,0001*
VCM (fL) 105,7 £ 13,85 82,80 + 3,507 < 0,0001*
CHCM (%) 33,66 + 2,383 33,36 £ 0,913 0,3080
Leucdcitos (x10%L) 9003 + 4276 7490 + 2233 0,0752
Plaquetas (x10%/uL) 369251 + 113722 217122 £ 50630 < 0,0001*
HbF (%) 13,15 + 7,807
HbS (%) 77,78 11,79

Nota: AF- pacientes com AF/ VCM- Volume Corpuscular Médio/ CHCM- Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média/ HbF- Hemoglobina fetal/HbS- Hemoglobina S. Os valores
acima foram apresentados como Média + desvio padrdo. Valor de p obtido através do Teste t
ndo pareado. *Significante ao nivel de 0,05. Fonte: Da propria autora.

Observou-se na Tabela 3 uma diferenca significativa (p<0,0001) entre
paciente com AF e individuos saudaveis nos parametros hemoglobina, hematdcrito,

volume corpuscular médio (VCM) e plaquetas.
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Tabela 4- Concentracéo de reticuldcitos, MetHb, acido urico, LDH e bilirrubinas
(BT, BD, BI) em pacientes com AF e grupo controle.
AF (n=45) Controle (n=80) Valordep

Reticuldcitos (%0) 6,637 +£3,511 0,8224 +0,5740 <0,0001*
Metemoglobina (%) 4,009 £ 1,272 2,682 +0,6041 <0,0001*
Acido Urico (mg/dL) 4,036 £1,712 3,832 £ 1,026 0,555

LDH (U/L) 670,5 + 309,7 312,6 +87,47  <0,0001*

Bilirrubina direta (mg/dL) 0,5413+0,324 0,1439 +£+0,057 < 0,0001*
Bilirrubina indireta (mg/dL) 1,290 +1,123 0,3216 £ 0,1560 < 0,0001*2
Bilirrubina total (mg/dL) 1,760 £ 1,251 0,4655 +0,2062 < 0,0001*

Nota: Valor de p obtido através do Teste t ndo pareado e Teste de Mann Whitney (a). LDH- Lactato
desidrogenase. Resultado apresentado na forma de média + desvio padréo. *Significante ao nivel
de 0,05. Fonte: Da prdpria autora.

Os pacientes com AF apresentaram aumento significativo (p<0,0001) de
reticuldcitos, metemoglobina, LDH e bilirrubinas (BT, BD, Bl) em relacdo ao grupo
controle. Nao foi observada diferenca significativa na dosagem de acido Urico entre
pacientes e individuos saudaveis (Tabela 4).

Em relacdo aos polimorfismos do gene BCL11A, observou-se uma frequéncia
maior do alelo G selvagem de 56,7% para a regido rs7557939, 59,3% do alelo mutante G

para a regido rs4671393 e 57,7% do alelo selvagem C para a regido rs1186868 (Tabela 5).

Tabela 5 — Frequéncia alélica de acordo com as regides do gene BCL11A estudadas

rs7557939 rs4671393 rs11886868

Alelos A-42/90-46,6%  A- 36/90-40,0%  C-43/80* - 53,7%
G-48/90-53,4%  G-54/90-60,0%  T-37/80* - 46,3%

Nota: * Cinco pacientes apresentaram resultado indeterminado na regido (rs 11886868).
Fonte: Da propria autora.

De acordo com os gendtipos do gene BCL11A, observou-se uma frequéncia
maior de gendtipos do tipo heterozigoto em relacdo aos homozigotos nas regides
rs7557939 e rs118866868. Na regido rs7557939 o geno6tipo de maior frequéncia foi o A/G
com 44,4%, na regido rs4671393 o genoétipo A/G e G/G foram os mais frequentes, com
40% e na regido rs11886868 a maior frequéncia foi do genotipo do tipo C/T com 47,5%
(Tabela 6).
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Tabela 6 — Frequéncia dos gendtipos do gene BCL11A de acordo com
as regides estudadas
Genotipos  Regides do BCL11A (n)  Porcentagem (%)

rs7557939
AlA 11/45 24,4%
AlIG 20/45 44,4%
G/G 14/45 31,2%
rs4671393
A/A 9/45 20,0%
AlIG 18/45 40,0%
G/IG 18/45 40,0%
rs11886868
T/T 9/40 22,5%
CIT 19/40 47 5%
C/C 12/40 30,0%

Fonte: Da propria autora

Figura 3- Concentracao de reticuldcitos, MetHb, LDH, &cido urico e bilirrubinas (BT,
BD, BI) entre os gen6tipos da regido rs7557939 do gene BCL11A.
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n=13. MetHb: Diferenca significativa entre os grupos A/A e A/G e LDH entre os grupos A/A e G/G. *Significante ao nivel
de 0,05. Fonte: Da prdpria autora.

Na regido rs7557939 do gene BCL11A foram estudados os trés genotipos:
AJ/A, A/G e G/G. Quando estes foram associados aos parametros hemoliticos observamos
um aumento da producdo de MetHb no genétipo A/G em relacdo ao A/A (p=0,0297) e um
aumento da concentracdo de LDH no gendtipo A/A em relagdo ao G/G (p=0,0316).
(Figura 3). Os biomarcadores reticuldcitos, acido drico e bilirrubinas ndo apresentaram

diferenca significativa entre os gendtipos dessa regido estudados.

Figura 4 — Concentracdo de reticuldcitos, MetHb, LDH, &cido Urico e bilirrubinas (BT,
BD, BI) entre os gendtipos da regido rs4671393 do gene BCL11A.
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n=18. Fonte: Da prépria autora.

Para as regides rs4671393 e rs 1886868 foram analisados 0s gendtipos A/A,
A/G e G/G e C/C, C/T e T/T, respectivamente. N&o foi observada diferenca significativa
entre esses genotipos e os biomarcadores de hemdlise estudados (Figuras 4 e 5).
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Figura 5 — Concentracdo de reticulocitos, MetHb, LDH, acido urico e bilirrubinas (BT,
BD, BI) entre os gendtipos da regido rs11886868 do gene BCL11A.
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Quando comparados em relagdo a concentracdo de HbF, ndo foi observada

diferenca significativa entre os gendtipos (Figura 6). Entretanto, o genétipo A/G da regido

rs4671393 apresentou diminuicdo significativa de HbS quando comparado com o0s

gendtipos A/A (selvagem) e G/G (mutante) (Figura 7).

Figura 6 - Concentracdo de HbF entre os genotipos das regides rs7557939, rs4671393 e
rs1186868 do gene BCL11A.
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Nota: Valores de p obtidos através do One way andlise de varidncia com pds teste de Tukey. Fonte: Da propria autora.

Figura 7 - Concentracdo de HbS entre os gendtipos das regides rs7557939, rs4671393 e
rs1186868 do gene BCL11A.
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Nota: Valores de p obtidos através do One way andlise de variancia. *Significante ao nivel de 5%. Para a regido rs4671393
diferenca significativa entre os genétipos G/G e A/G e A/G e A/A. Fonte: Da propria autora.

Em relacdo ao uso de HU, a dose média utilizada foi de 765 mg/dia (11,1
mg/kg/dia, admitindo um peso médio de 70kg por pessoa). Em relacdo a dose, 0s
pacientes foram estratificados em dois grupos: pacientes em uso de HU em dose menor
que 10/mg/kg/dia e pacientes em uso de HU em dose maior ou igual a 10/mg/kg/dia.

Quando comparou-se as dosagens dos parametros de hemdlise com a
dosagem de HU utilizada, foi evidenciado um aumento estatistico na concentracdo de
LDH em pacientes que tomavam HU em doses inferiores a 10mg/kg/dia (Figura 8).

Figura 8- Concentracdo de reticuldcitos, MetHb, acido drico e bilirrubinas (BT, BD, Bl),
LDH entre diferentes dose de HU.
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Figura 9- Concentracdo de reticuldcitos, MetHb, acido drico e bilirrubinas (BT, BD, Bl),
LDH em relagdo ao tempo de uso de HU.
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A média do tempo de uso da HU pelos pacientes do estudo foi de 51,7 meses.
Os pacientes foram estratificados em dois grupos: uso de HU por um periodo menor que
50 meses e maior ou igual a 50 meses. Observou-se uma diminuigdo estatistica na
contagem de reticulécitos (p= 0,0155) em pacientes que faziam uso de HU por um
periodo maior que 50 meses. Em relacdo aos outros parametros de hemolise, ndo foi
observada diferenca estatistica quanto ao tempo de uso de HU (Figura 9).
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Figura 10- Associagao das regides do BCL11A com a dose de HU utilizada
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Nota: Gréafico de associacdo entre os gendtipos do BCL11A e a dose de HU utilizada pelos pacientes com AF. Regido
rs7557939 dose <10mg/kg/dia: (n) A/A =5; AIG = 12; G/G = 7; dose >10mg/kg/dia: (n) A/A=5; A/G =17, G/G = 8.
Regido rs4671393 dose <10mg/kg/dia: (n) A/A=5; AIG = 10; G/G=9; dose >10mg/kg/dia: (n) A/A= 6; A/G=9; G/G=
6; Regido rs11886868 dose<10mg/kg/dia: (n) C/C= 6; C/T= 13; T/T=5; dose >10mg/kg/dia: (n) C/C=8; C/T=7; TIT =
6 . Valor de p obtido através do teste de Qui-quadrado. Fonte: Da prdpria autora.

Quando associou-se a dose de HU utilizada de acordo com as regides dos
polimorfismos do gene BCL11A, ndo obtivemos diferenca significativa entre os
gendtipos, apesar de ser observado o uso de doses menores de HU (<10mg/kg/dia) em
pacientes que apresentavam o gendtipo heterozigoto para as trés regibes estudadas
(Figura 10).
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5 DISCUSSAO

A AF é uma hemoglobinopatia caracterizada por anemia hemolitica do tipo
normocitica e normocrémica. A anemia é de grau varidvel dependendo do estado da
doenca (basal e estacionario ou em crise hemolitica). Além da anemia o paciente pode
apresentar leucocitose (NOGUEIRA; SILVA; PAIVA, 2013). O uso de HU por esses
pacientes promove modificagdes no perfil do hemograma como a redugdo do quadro
anémico, da leucocitose e do VCM, fato atribuido a acdo citorredutora da droga, além do
aumento da HbF (WONG et al, 2014). Ao comparar 0s resultados do presente estudo com
um grupo controle constituido por individuos sem hemoglobinopatias, verificamos
alteracdes significativas em relacdo aos parametros do hemograma hemoglobina,
hematdcrito, VCM e contagem de plaquetas. Esse fato pode ser devido ao perfil
hematoldgico dos pacientes com AF, que mesmo em uso de HU, apresentam alteracdes
importantes nos referidos parametros. Portanto, nossos resultados corroboram com o0s
outros estudos semelhantes (LAURENTINO et al, 2014; CAVALCANTE et al, 2015;
MIKOBI et al, 2015; MOREIRA et al, 2015).

A hemolise caracteristica da doenca faz parte de uma cadeia de eventos que
culminam na vaso-oclusédo, podendo levar ao quadro de isquemia. Portanto, quanto maior
0 quadro hemolitico, maior o risco de complicacBes tais como hipertensdo pulmonar,
Ulceras de perna, priapismo e possivelmente doencas cerebrovasculares (KATO et al,
2007) A hemolise como j& acima mencionado ocorre de forma crbnica, promovendo
reducdo da meia-vida da hemacias, que libera substancias do seu interior de forma
progressiva causando varias complicacdes, dentre elas a reducdo da disponibilidade do
NO (REES; GIBSON, 2011; MILTON et al, 2013; DAMANHOURI et al, 2014).

Biomarcadores podem ser definidos como indicadores de processos
bioldgicos normais ou patogénicos em uma condicao especifica (Biomarkers Definitions
Working Group, 2001). Inicialmente o estudo objetivou avaliar as diferencas dos
biomarcadores de hemolise na AF em relagdo a individuos sem hemoglobinopatias.
Verificamos um aumento significativo na contagem de reticuldcitos e nas dosagens
séricas de MetHb, LDH e bilirrubinas total, direta e indireta, nos pacientes com AF em
relacdo ao outro grupo. O aumento desses parametros deveu-se ao fato da AF ser uma
anemia hemolitica. Resultados semelhantes foram encontrados por outros estudos na
literatura (REES; GIBSON, 2011; MOREIRA et al, 2014; MIKOBI et al, 2015).
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A metemoglobinemia ocorre quando ha frequente oxidacdo da hemoglobina.
Na AF isso ocorre de forma constante devido a facilidade da HbS de sofrer oxidacéo e
hemolise. O aumento de MetHb em individuos com a presenca de HbS também foi
constatado por Naoum e Souza (2004), Silva Filho (2005), Allen e colaboradores (2012) e
Laurentino e colaboradores (2014). A elevacdo da LDH esta relacionada a situacbes em
que ocorre grande destruicdo celular, como nos casos das anemias hemoliticas,
insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas musculares, lesdes hepaticas, neoplasias, entre
outros. Nas DF associadas a crises de hemolise, a LDH apresenta-se com concentracfes
elevadas, fato que a caracteriza como sensivel marcador bioldgico da destruigdo de
eritrocitos (REES; GIBSON, 2011; BALLAS, 2013; DAMANHOURI et al, 2014,
MIKOBI et al, 2015). O aumento da concentracdo de acido Urico na AF decorre da
reutilizacdo de acidos nucléicos provenientes da degradacdo da globina devido a hemdlise.
Foi obtido um aumento na concentracdo do &cido Urico, porém ndo significativo,
resultado semelhante aos obtido por Arlet e colaboradores (2012) e Moreira e
colaboradores (2015).

A Bilirrubinemia em pacientes com AF também foi evidenciada no estudo de
Milton e colaboradores (2013). A bilirrubina € o principal produto do metabolismo do
grupo heme. Cerca de 70% sdo provenientes da destruicdo de eritrocitos senescentes. Na
AF ocorre a destruicdo precoce dos eritrdcitos, elevando a concentra¢do de bilirrubina

total, principalmente devido ao aumento de bilirrubina indireta.

O quadro clinico na AF pode variar de sintomatologia leve a quadro clinico
grave, fato atribuido a causas multifatoriais, como ambientais e genéticas. Moduladores
da doenca estdo bem definidos na literatura, sendo muito utilizados na clinica médica a
concentracdo da HbF. Fatores genéticos tais como a presenca de co-interacdo com a
talassemia e os hapl6tipos da B-globina sdo moduladores da doenga, juntamente com a
presenca de polimorfismos dos genes BCL11A, HBS1L-MYB, Xmnl-HBG2. Estes
polimorfismos genéticos podem aumentar as taxas da HbF a valores entre 20 a 50% e
consequentemente reduzem a HbS e todos os eventos associado a presenca desta (UDA et
al, 2008; BAGHAT; PATRA; THAKUR, 2012; CARDOSO et al, 2014). O BCL11A esta
fortemente associado a modulacdo de HbF, podendo ocasionar variagdes de atée 18% na
concentracdo de HbF em pacientes com AF, portanto, pesquisas que estudem

moduladores genéticos sdo importantes para o desenvolvimento de novos farmacos que
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possibilitem o aumento da HbF, entretanto, sem o risco de genotoxicidade do uso da HU
a longo prazo (AKINSHEYE et al, 2011).

Em relagdo aos polimorfismos do gene BCL11A, no presente estudo foram
analisadas trés regibes: rs7557939, rs4671393 e rs11886868, selecionadas a partir de
estudo na populacdo brasileira (LETTRE at al, 2008). A frequéncia dos mesmos se
apresentou da seguinte forma de acordo com a regido: genotipo A/G (44,4%) para a
regido rs7557939; A/G (40%) e G/G (40%) para a regido rs4671393 e C/T (47,5%) para a
regido rs11886868.

A andlise da associagdo dos polimorfismos rs7557939, rs4671393 e
rs11886868 do gene BCL11A com os biomarcadores de hemdlise mostrou uma associacao
da MetHb e da LDH com gen6tipos da regido rs7557939. A concentracdo de MetHb
apresentou um aumento significativo no genétipo A/G (heterorizoto) quando comparados
ao A/A (mutante). A LDH apresentou aumento significante no genétipo A/A (mutante) em
relacdo ao do gendtipo G/G (selvagem). Portanto, os biomarcadores MetHb e LDH estéo
associados a regido rs7557939 em pacientes adultos em estado basal na AF. Achado que
pode sugerir o envolvimento do polimorfismo do gene BCL11A nessa regido como
modulador na concentracdo da HbF, consequentemente agravando o quadro de hemolise
nesses pacientes. Esses resultados diferem do observado por Sheehan e colaboradores
(2013), que demonstraram um aumento da concentracdo de HbF, em criancas com AF,
sem uso de HU com gend6tipo mutante (A/A) para a regido rs7557939 do BCL11A. Fato
que pode ser atribuido a diferentes fatores, tais como amostragem, uso do medicamento,

idade dos pacientes, entre outros.

A pequena amostragem da casuistica dificultou a estratificacdo pelo tipo de
gendtipo, podendo este estudo ndo representar em totalidade a populacdo do Estado do
Ceara. O estudo de Lettre e colaboradores (2008) demonstrou que polimorfismos na
regido rs7557939 e rs4671393 estdo mais fortemente associados ao aumento de HbF do
que os presentes na regido rs11886868. Entretanto, outros estudos observaram uma forte
associagédo das regides rs11886868 e rs4671393 com a concentracdo de HbF (UDA et al,
2008; FERREIRA, 2011; CARDOSO et al, 2014; CHAOUCH et al, 2015). A associagdo
dos genotipos do gene BCL11A com o aumento da HbF nédo foi evidenciada no presente
estudo, 0 que pode ser atribuido ao restrito nimero amostral analisado e também ao uso

da HU pelos pacientes.
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Em relacdo a associacdo da concentracdo de HbS com os genotipos do
BCL11A, observou-se um aumento da concentracdo de HbS no genétipo A/A (selvagem)

da regido rs4671393. Nao foram encontrados estudos na literatura avaliando essa relagéo.

A HU é o medicamento utilizado para o tratamento da AF por aumentar a
concentracdo da HbF, consequentemente melhorando o quadro clinico dos pacientes
(WONG et al, 2014). Observou-se no presente estudo que pacientes em uso de HU na
dose maior que 10mg/kg/dia apresentaram diminui¢do da enzima LDH. A reducdo da
contagem de reticulécitos foi evidenciada em pacientes em uso de HU por um periodo
maior que 50 meses. Estes resultados podem estar relacionados com os beneficios que o
uso da HU proporcionou aos pacientes, aumentando a concentracdo de HbF e diminuindo
consequentemente a hemolise. Aparentemente a melhora do efeito estid associada ao
tempo de uso e a dose utilizada, entretanto, é importante ressaltar que muitos fatores
ainda ndo estdo esclarecidos sobre a acdo da HU nos pacientes com AF, tais como dose
terapéutica ideal, mecanismo de acdo da droga, a intensa variabilidade da resposta
terapéutica (relacionada a metabolizacdo do farmaco e a presenca de polimorfismos
genéticos), e a provavel citotoxicidade e genotoxidade da droga (LETTRE at al, 2008).

Com o prop6sito de verificar se polimorfismos no gene BCL11A poderiam
influenciar na dose HU utilizada pelos pacientes do presente estudo, foi realizada uma
analise da possivel associacdo entre as doses de HU <10mg/kg/dia e > 10mg/kg/dia com
0s gendtipos do BCL11A. Nao foi evidenciada significancia estatistica entre 0s grupos,
provavelmente devido ao baixo nimero de pacientes incluidos no estudo. No entanto,
observou-se que pacientes com o genotipo A/G para a regido rs7557939 faziam uso em
sua grande maioria doses de HU <10mg/kg/dia, o que pode ter influenciado no aumento

da producéo de MetHb.

Neste contexto podemos inferir que o estudo apresenta algumas limitacdes, o
que pode ter influenciado nos resultados. Um deles foi o baixo nimero de participantes
incluidos, que deveu-se em grande parte a dificuldade de encontrar pacientes em estado
basal da doenca e que se encaixassem em todos os pardmetros estabelecidos por Ballas
(2012). Além disso, vérios fatores podem influenciar na variagdo da concentra¢do de HbF,
tais como os haplétipos do gene da B-globina S, polimorfismos em regides promotoras da
v-globina e o uso da HU. Logo, estudos de farmacogenética sdo necessarios para analisar

a influéncia de diversos SNPs na concentracdo de HbF e na resposta ao tratamento com
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HU, tais como BCL11A, Xmnl, ARG1, ARG2 e para o desenvolvimento de possiveis
terapias alvo para o tratamento da AF (IOLASCON; ANDOLFO; RUSSO, 2015).

Os achados do trabalho mostram que os polimorfismos do gene BCL11A néo
apresentaram influéncia no tratamento com HU. Além disso, o gendtipo A/A e A/G da
regido rs7557939 apresentaram uma associagdo, respectivamente, com as concentracdes
de LDH e de MetHb, mostrando a influéncia de polimorfismos no gene BCL11A sobre os
pardmetros hemoliticos, podendo estes serem utilizados como biomarcadores de
prognaostico.



6
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CONCLUSAO

Pacientes com AF e individuos saudaveis apresentaram uma diferenca entre 0s
parametros hematoldgicos hemoglobina, hematocrito, VCM e plaquetas.

Pacientes com AF apresentaram um aumento dos pardmetros de hemolise
reticuldcitos, metemoglobina, LDH e bilirrubinas (BT, BD, BI) em relacéo ao grupo
controle.

Constatou-se uma maior frequéncia do genétipo A/G para a regido rs7557939; A/G
e G/G para a regido rs4671393 e C/T para a regido rs11886868 do gene BCL11A.
Os gendtipos A/A e A/G da regido rs7557939 do BCL11A apresentaram,
respectivamente, aumento da concentracdo de LDH e MetHb.

Pacientes com AF que estavam utilizando HU ha menos de 50 meses apresentaram
um aumento na contagem de reticuldcitos e os que utilizavam em uma dose
<10mg/kg/dia apresentaram aumento de LDH.

Observou-se aumento da concentracdo de HbS no gendtipo A/A da regido
rs4671393.

Né&o foi evidenciado significancia estatistica na associacdo entre as doses de HU
<10mg/kg/dia e > 10mg/kg/dia com os genotipos do BCL11A.
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doenca s& caracterira ainda por um processo inflamabdcio ordnico, com aumenlo do esresse oxidaliva, dano
endodelial & um estada de hipercoagulabilidade. A hidreodurésa (HU) & o firmaco wiirads no tratamenbo da
AF por aumentar 08 niveis de HBF. Diante do exposto o projelo s propde a determinar o8 palimorfismos
BCL11A & HES1L-MYE & os haplolipos da beta-globina & avaliar a NADPH-oxidass, o dand endalslial & do
DA & o marcadores de hemolise am pacientes com AF em estado estaciondrio. O esiudd serd do Gipo
transversal @ analitico com Bl pacientes adullos com diagndstico molecular de AF sm eslado estaciondrio.
Urmn total de 50 individuos sauddveis serdo utiizados como grupo conbrole. Os polimorfismos genéhcos
BCL11A & HES1L-MYE serfo determinados por PCR em
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idenlificados; Dosar THF-alfa & NF kappa B nos pacienbes com AF; Associar as dosagens de NF kappa B
com as dosagens de THF-alfa.

fvaliagio dos Riscos & Beneficios:

A pesquiss possul soos relacdonados com a colela das amosiras de sangue nos pardicipantes da pesquisa
e guands da colela de dados nos prontudnos dos parlicipantes esles eladonados com a privacidade dos
dades & a confidencialidade

Comentarios & Consideragies sobre a Pesguisa:c

A pesquisa & faclivel do ponto de visla de realizagho & pode ser incrementada apds a aprovacio do CEP.
Par e iralar de esludo gendlico de polimarismos ndo necessita de andlise pela COMEP.
Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Exstd preserie o TCLE redigido de forma adequada,

Existe um Termo de Fel Depositario dos pronbudrnios.

Diesmiais dacumenios preseriss.

Recomendagoes:

Sem recomendagtes.

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

0 projeio redne condigles para sua aprovacho pelo CEP.

Situagio do Parecer:

Apnoeradio

Mecessita Apreciacio da DONEP:

Mia

Consideragies Finais a critério do CEP:

A pesmuisadons deverd apresentar a este CEPHUWCG, refaldeio aods 1Eming do estude.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

\Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado“Anemia
Falciforme: Avaliagdo do dano endotelial e do DNA, NADPH-oxidase, marcadores
de hemdlise e moduladores genéticos”, que tem como objetivo principal avaliar o dano
endotelial e do DNA, NADPH-oxidase, marcadores de hemdlise e moduladores genéticos
em pacientes com Anemia Falciforme que sdo acompanhados no ambulatério do Hospital
Universitario Walter Cantideo (HUWC).

A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa serd plenamente voluntaria e
consciente, ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensacdo material. Para
tanto, necessitamos que o Sr.(a) autorize a obtencdo de 2 (duas) amostras de sangue para
que a pesquisa seja realizada. A coleta de sangue serd realizada no Ambulatério de
Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC). A participacdo na
pesquisa, ndo ird Ihe expor a nenhum risco que possa comprometer a sua satde, havendo
apenas a possibilidade de formacdo de uma pequena mancha roxa devido a coleta do
sangue. O senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem
prejuizo de sua assisténcia medica. Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo
a divulgacdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita & discussdo
académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto, permitido o acesso as informagfes sobre
procedimentos relacionados a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é Romélia
Pinheiro Gongcalves, endereco para contato: Rua Capitdo Francisco Pedro,1210 —
Porangabussu, CEP 60430-370 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 33668264.

Se o Senhor(a) tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do HUWC- Rua Capito
Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo; Fone: (0xx)85 3366-8589- E-mail:
cephuwc@huwec.ufc.br.

Caso o Senhor (a) se sinta suficientemente informado a respeito das informacdes
que leu ou que foram lidas para vocé sobre os prop6sitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha
remuneracdo para participar do estudo e se o Senhor(a) concordar em participar
solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /



