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RESUMO

Hipoxia e polimerizagdo da hemoglobina S (HbSS) séo os dois gatilhos cardeais responsaveis tanto
pela iniciagdo da falcizagéo dos eritrocitos, como pelo desencadeamento de todos os eventos clinicos
da anemia falciforme (AF), dos quais muitos aspectos fisiopatologicos e moleculares permanecem
ndo elucidados. Apesar de ser uma caracteristica permanente na AF, ainda ndo ha um consenso
sobre a defini¢cdo ou manejo da hipdxia em pacientes falciformes, e faltam estudos sobre o seu papel
nos mecanismos patogénicos da doenca, ou como ela influencia as complicagdes clinicas ou o
tratamento com a hidroxiureia (HU), padrdo-ouro no tratamento da AF. Destarte, 0 presente estudo
prop0s investigar a expressdo de genes responsivos a sinalizacdo de hipdxia na AF e a possivel
relacdo dose-efeito com a HU em marcadores de angiogénese, danos e reparos ao DNA e clinico-
laboratoriais. A populacdo de estudo foi constituida por 97 pacientes com AF, em tratamento ou ndo
com HU, de ambos os sexos e com idade variando de 18 a 68 anos. Os individuos foram
estratificados em dois grupos: Grupo SS (sem uso de HU, n=29) e grupo SSHU (em uso de HU,
n=68). O grupo SSHU fora ainda estratificado em subgrupos de acordo com a dose diéria do
medicamento em uso: SSHU-0,5¢g (n = 13); SSHU-1g (n = 40) e SSHU->1,5g (n =15). Um grupo
controle foi formado por 73 individuos saudaveis, doadores voluntarios de sangue. A expressao de
mRNA dos genes HIF-I/a, VEGF, ATM e ATR foi mensurada por qPCR e associada as
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes, bem como a dose didria do medicamento
administrado. Dentre os resultados principais, observou-se uma superexpressao de todos os genes
responsivos a hipdxia aqui investigados (p<0,01), quando comparados pacientes e individuos
saudaveis, e uma significativa associagdo entre a concentracdo de Hb F e o0s genes em estudo. Os
genes ATM e ATR foram associados aos eventos de cardiopatia (ATM, p<0,01, e ATR, p=0,048) e
Ulcera nas pernas (ATM, p=0,048), e foi identificado associacdo significante entre a variavel
quantidade de episodios de dor e expressdo de VEGF e ATM. Individuos em tratamento com HU
demonstraram reducdo na expressao de HIF-/a, VEGF, ATM e ATR em relacdo aos sem tratamento.
A expressdo génica dos pacientes em tratamento evidenciou uma relagdo dose-efeito, na qual se
observou que individuos do grupo SSHU-0,5g demonstraram significativo aumento de expressado
de HIF-/a e VEGF em relagdo os individuos SSHU-1g e SSHU->1,5g. Pacientes SSHU-1g
apresentaram reducdo significante da expresséo do gene ATM em comparacao aos pacientes SSHU-
0,59 e do gene ATR em referéncia tanto aos individuos SSHU-0,5g e SSHU->1,5g. Os resultados
do presente estudo evidenciam que o estresse hipoxico e sua ingeréncia na expressao génica podem
estar envolvidos tanto na gravidade quanto no tratamento da AF. Os resultados sugerem ainda que
os genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR atuam através de mecanismos em conjunto, tendo em vista as
correlacOes obtidas, e que a HU exerce uma notavel e importante relacdo dose-efeito com os genes
supracitados. Até o momento, este é o primeiro estudo que investiga a relacdo dos genes
concernentes aos mecanismos de hipoxia, angiogénese e de danos e reparos do DNA, bem como a
influéncia destes nas caracteristicas clinicas dos pacientes falciformes e sua correlagdo com o
tratamento.

Palavras-chave: Hipoxia. Anemia falciforme. Hidroxiuréia. Reparo do DNA. Angiogénese.



ABSTRACT

Hypoxia and hemoglobin S (HbSS) polymerization are the two cardinal triggers responsible for both
erythrocyte sickling as well as of all clinical events in sickle cell anemia (SCA), a disease with many
pathophysiological and molecular aspects that remain unclear. Despite being a permanent feature
of SCA, there is still no consensus on the definition or management of hypoxia in sickle cell patients,
and studies on its role in the pathogenic mechanisms of the disease, or on how it influences the
clinical complications or hydroxyurea (HU) treatment, gold standard in the treatment of SCA, are
lacking. Therefore, this study aimed to investigate the expression of hypoxia response genes in SCA
and to analyze the dose-response to HU of angiogenesis, DNA damage and repairs, and clinical-
laboratorial markers. The study population comprised 97 patients of both sexes, of ages ranging
from 18 to 68 years, stratified into two groups: SS group (no HU, n=29) and SSHU group (treated
with HU, n=68). The SSHU group was further stratified into subgroups according to the daily dose
of the drug that patients already used: SSHU-0.5¢g (n=13); SSHU-1g (n=40) and SSHU->1.5¢
(n=15). A control group included 73 healthy individuals who were voluntary blood donors. The
MRNA expression of the HIF-/a, VEGF, ATM, and ATR genes was measured by gPCR and
associated with clinical and laboratory characteristics of the patients as well as with the daily dose
of the drug. The main results included overexpression of all hypoxia-responsive genes tested here
(p<0.01) in patients compared to healthy individuals, and a significant association between the
concentration of Hb F and the genes under study. The ATM and ATR genes were associated with
heart disease events (ATM, p<0.01; ATR, p=0.048) and with leg ulcers (ATM, p=0.048), and a
significant association was identified between the variable number of episodes of pain and both
VEGF and ATM expression. Individuals treated with HU showed reduction in HIF-/a, VEGF, ATM,
and ATR expression compared to those untreated. Gene expression in the patients revealed a dose-
effect relationship: individuals in the SSHU-0.5g group showed higher HIF-/ao and VEGF
expression than SSHU-1g and SSHU->1.5g individuals. SSHU-1g patients showed significant
reduction in ATM gene expression compared to SSHU-0.5g patients and of ATR gene expression
compared to both SSHU-0.5g and SSHU->1.5g individuals. The results of the present study show
that hypoxic stress and its interference in gene expression may be involved in both the severity and
treatment of the SCA. The results also suggest that the HIF-/a, VEGF, ATM and ATR genes act
through mechanisms together, in view of the correlations obtained, and that HU has a notable and
important dose-effect relationship with the aforementioned genes. So far, this is the first study that
investigates the relationship of genes concerning the mechanisms of hypoxia, angiogenesis and
DNA damage and repair, as well as their influence on the clinical characteristics of sickle cell
patients and their correlation with treatment.

Keywords: Hypoxia. Sickle cell anemia. Hydroxyurea. DNA repair. Angiogenesis.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas humanas, pode-se seguramente afirmar que a anemia falciforme (AF)
trata-se de um transtorno impar, caracterizado por sua extraordinaria heterogeneidade clinica e
por distdrbios simultdneos em mudltiplos 6rgdos, instigados via mecanismos peculiares e
complexos, muitos dos quais, ainda ndo totalmente elucidados (HEBBEL; VERCELLOTTI,
2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

Considerada como o grande marco inicial do que conhecemos hoje como Medicina
Molecular (PAULING et al., 1949), a base da fisiopatologia da AF se deve a presenca da
hemoglobina S (Hb S, ou hemoglobina falciforme, do inglés, ‘sickle’), uma hemoglobina
resultante de uma alteracdo hereditaria estrutural por substituicdo de um aminoacido na sua
cadeia globinica normal. Sob condicGes de baixa tensdo de oxigénio (O2), a Hb S sofre
polimerizag&o, distorcendo a forma normal biconcava dos eritrocitos a aparéncia caracteristica
de uma foice, ou ‘meia lua’. Esses eritrocitos tornam-se mais rigidos e indeformaveis, passando
a apresentar danos estruturais em suas membranas e comprometimento do fluxo sanguineo pela
microvasculatura. Tais alteracdes correspondem a etapa inicial das chamadas crises falcémicas,
representadas, principalmente, por eventos de oclusdo vascular, isquemia, hipdxia tecidual e
faléncia de tecidos e érgdos adjacentes (HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018; PICCIN et al.,
2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLLI, 2019).

Embora oscile, temporal e espacialmente, na vida dos pacientes, a hipdxia é considerada
como uma caracteristica permanente e intermitente da doenca, e reconhecida por ser tanto o
gatilho promotor da falcizacdo dos eritrdcitos, como uma consequéncia malquista da falcizagéo
(CABOOT; ALLEN, 2014). Destarte, o ciclo de hipdxia e falcizagdo de eritrdcitos resulta em
complicacBes bem conhecidas na AF: crises de vaso-oclusdo (CVO), hemolises, acidente
vascular cerebral (AVC), crises algicas, sindrome toracica aguda (STA), injarias oxidativas,
danos inflamatérios agudos e cronicos e vasculopatias (BALLAS, 2018; CARIO, 2018;
SUNDD; GLADWIN; NOVELLLI, 2019).

A extensdo da polimerizacdo da Hb S € um determinante primario da gravidade da AF
e é proporcional ao grau e duracdo da desoxigenagdo da hemoglobina, em virtude da hipdxia
(CABOOT; ALLEN, 2014). Assim sendo, 0 estresse hipoxico nesses pacientes pode ser
considerado como um marcador e preditor das manifestacGes clinicas, intercorréncias,
monitoramento e tratamento do paciente (HALPHEN et al., 2014; Ll etal., 2017). Infelizmente,
ainda ndo ha um consenso sobre a definicdo ou tratamento da hipoxia em pacientes com AF, e

faltam estudos sobre o papel da hipoxia nos mecanismos patogénicos da doenca, ou como ela
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influencia o tratamento ou complicagdes secundarias (CABOOT; ALLEN, 2014; CHINAWA
etal., 2013; HALPHEN et al., 2014).

Sabe-se, entretanto, que a diminuicdo da concentracdo/disponibilidade de O, aos
tecidos, tem consequéncias profundas para um organismo aerébico e pode resultar na ativacédo
de vérias respostas e mecanismos diferentes, tanto ao nivel celular quanto ao nivel de organismo
como um todo (ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014). Essas respostas incluem mudancas
drésticas na expressdo génica e producdo de proteinas que permitem a célula gerenciar,
eficientemente, o estresse hipoxico e promover a sua preservacao e sobrevivéncia (MASOUD;
LI, 2015; ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

Tais alteragdes sdo empreendidas com o intuito de restaurar a oxigenagéo ou promover
a conservacao de energia para as suas atividades metabdlicas vitais ou propiciar a adaptacao do
organismo ao ambiente de hipoxia. Todavia, também podem trazer alteracdes deletérias e letais
para a célula e organismo (KIM et al., 2017; MACHOGU; MACHADO, 2018).

Evidéncias sugerem que hipdxia, angiogénese, inflamag&o cronica, estresse oxidativo e
respostas celulares as mudancas na tenséo de O sdo eventos inter-relacionados e codependentes
(DANESE et al, 2006; ELTZSCHIG; BRATTON; COLGAN, 2014; HEBBEL;
VERCELLOTTI, 2018; LOPES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016). De igual forma,
referem que a via de sinalizacdo hipoxia/fator induzivel por hipéxia-1-alfa (HIF-7a, do inglés
hypoxia-inducible factor) é o principal mecanismo transcricional regulador desses eventos
(KIM et al., 2017; MASOUD; LI, 2015; RODRIGUES et al., 2016), que além de mediar
inimeros eventos fisioldgicos e patoldgicos e poder influenciar no tratamento de doencas,
confere a AF o titulo de “doenca de hipdéxia” (SUN; XIA, 2013, grifo nosso).

A vista do exposto, 0 presente trabalho tem o propdsito de investigar o nexo da hipoxia
e anemia falciforme, através da mensuracdo da expressao de genes responsivos as situacdes de
baixas tensdes e disponibilidade de oxigénio porque passam os pacientes falciformes, HIF-/a,
VEGF, ATM e ATR. Delineia-se ainda associar tais achados aos mecanismos fisiopatogénicos
e as peculiaridades clinicas e laboratoriais da doenca e a possiveis interposi¢des e ingeréncias

na abordagem terapéutica de cuidado ao doente.


https://d.docs.live.net/7c9b4e2e9f3c5546/Área%20de%20Trabalho/TESE%20-%20DOUTORADO/INTRODUÇÃO.docx#_ENREF_33
https://d.docs.live.net/7c9b4e2e9f3c5546/Área%20de%20Trabalho/TESE%20-%20DOUTORADO/INTRODUÇÃO.docx#_ENREF_33
https://d.docs.live.net/7c9b4e2e9f3c5546/Área%20de%20Trabalho/TESE%20-%20DOUTORADO/INTRODUÇÃO.docx#_ENREF_101

20

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A hemoglobina humana

2.1.1 Origem e funcgéo

A hemécia, ou eritrdcito, € o produto final das células do sistema eritropoiético de todos
os vertebrados, inclusive do homem. Este sistema destina-se unicamente a produzir células
apropriadas para a sintese, transporte e protecdo da hemoglobina (Hb), pigmento respiratério
que d& a cor vermelha ao sangue, criada, especialmente, para transportar o O> dos pulmdes aos
tecidos. A Hb interage ainda com outros gases de relevada importancia biologica para a
sobrevida do organismo (LUDVIGSEN, 1998; PHILIPSEN; HARDISON, 2018).

Durante os ultimos 70 anos, o estudo da Hb humana, provavelmente mais que qualquer
outra molécula, permitiu o nascimento e a maturacdo da medicina molecular, com ampla
abrangéncia no conhecimento de seus aspectos fisioldgicos, genéticos e bioquimicos
(SCHECHTER, 2008).

Considerada como sendo uma das proteinas mais generalizadas e especializadas
existentes na natureza, a Hb é a principal proteina localizada no interior dos eritrocitos dos
mamiferos, constituindo cerca de 98% da proteina total citoplasmatica, tendo como principal
funcdo a absorcdo, transporte e distribuicdo do O2 para os diversos orgdos e tecidos do
organismo (CORDOVIL, 2018; IAROVAIA et al., 2018). Além disso, em contrapartida, a Hb
atua também, no transporte dos gases: monoxido de carbono (CO) e do diéxido de carbono
(C0O»), fazendo o trajeto inverso - dos tecidos periféricos para os pulmdes, onde sdo excretados.
Ademais, a Hb estd envolvida no equilibrio acido-base intraeritrocitario e sanguineo, na
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e no transporte de 6xido nitrico (NO),
sendo, outrossim, de extrema importancia nos eventos de vasodilatacdo capilar, na regulacédo
do fluxo sanguineo e homeostase organica (BALLAS et al., 2012; SCHECHTER, 2008).

A estrutura dos genes que codificam as subunidades da Hb, caracterizada por trés exons
e dois introns, é altamente similar entre os animais vertebrados (QUINN et al., 2010),
conferindo a molécula hemoglobinica uma estrutura globular tetramérica, formada por quatro
subunidades constituidas de duas fracGes: uma proteica, que consiste nas cadeias globinicas,
geneticamente determinadas, e uma parte ndo proteica (também chamada de prostética),
constituida pelo grupo heme, sitio de ligacdo do atomo de O. (FIGURA 1) (GELL, 2018;
HONIG; ADAMS, 2012; MANCA; MASALA, 2008).
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Figura 1 — Molécula globular tetramérica de hemoglobina normal

Cadeia Cadeia
globinica a Heme globinica B

Fonte: Adaptado de Claiborn (2010).

Haja vista que o transporte do O € realizado gracas a sua ligacao reversivel com o grupo
heme, é mérito da fracdo globinica a protecdo contra a oxidacdo e a harmonia da estrutura,
tornando toda a molécula soltvel e maleavel, possibilitando variacGes na afinidade para com o
02 (BAIN, 2008; PENUELA, 2005).

A sintese da Hb é um processo complexo e constante, que decorre nas diferentes fases
do desenvolvimento de um individuo. Tem lugar nos precursores eritroides, iniciando no
estagio de proeritroblasto e finalizando na fase de reticuldcito, sob controle genético de oito
(08) enzimas distintas, cujas etapas de sintese situam-se tanto nas mitoc6ndrias, como no
citoplasma celular (FIGURA 2) (BAIN, 2008; PENUELA, 2005).

Figura 2 — Eritropoiese humana e a sintese de hemoglobina

fr llhas Eritroblasticas Fluxo sanguineo A
«
BFU-E CFUE  prosmironiasto Emrobmto fntromuto Entronmio Reticuiocito  Hemacia
Sintese de Hemoglobina
\. g J

Fonte: Adaptado de Zivot et al. (2018).

Visdo geral da eritropoiese, da célula-tronco hematopoiética (Stem cell) até o glébulo vermelho (hemécia). A
eritropoiese ocorre na medula dssea e as ilhas eritroblasticas sdo nichos para a eritropoiese da CFU-E (unidade
formadora de colénia de eritroblastos) até o estagio de reticulécito, onde ganha a corrente sanguinea e atinge
sua maturacdo. BFU-E (unidade formadora de exploséo eritroide).
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2.1.2 Estrutura da hemoglobina

As moléculas de Hb humana sdo um conjunto de proteinas formadas pelo
emparelhamento simétrico de um dimero de cadeias polipeptidicas, as a-globinas e as [-
globinas, harmoniosamente e funcionalmente estruturadas em uma unidade tetramérica
(SCHECHTER, 2008). Ao se unirem, essas subunidades proteicas formam uma estrutura
globular, na qual sdo dispostas cavidades que alojam um ndcleo prostético de ferro, ligado
quimicamente por forcas ndo covalentes, que protegem o atomo de ferro do acesso da solucéo
aquosa envolvente (GELL, 2018; PENUELA, 2005; SCHECHTER, 2008).

Dessa maneira, podemos descrever a estrutura molecular da Hb como sendo composta
por:

e Cadeias globinicas — constituidas de dois pares de cadeias polipeptidicas,
idénticas duas a duas, nos quais, um par é denominado de cadeias do tipo alfa (alfa (o) ou zeta
(©)) e o outro de cadeias do tipo ndo-alfa ou beta (beta (B), delta (), gama (y) ou épsilon (g)).

e Grupo heme ou ferroprotoporfirina IX - constituido por quatro anéis pirrélicos
unidos por pontes de metano e ligados a um atomo de ferro no estado ferroso (Fe?*), responsavel
por unir quimicamente a estrutura da hemoglobina. Detém a propriedade de receber, ligar e/ou
liberar 0 O2 nos tecidos (FIGURA 3) (PERUTZ et al., 1960; TORRES; BONINI-DOMINGOS,
2005).
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Figura 3 — Estrutura da hemoglobina. Representacdo do grupo prostético heme e cadeias de globina

istidina distal

Fenda Heme

C-terminal

Fonte: Adaptado de Jorge et al. (2016).
(a) Molécula de hemoglobina com grupo heme e cadeias de globina em destaque. (b) Representacdo da fenda onde o heme
se localiza dentro da hemoglobina, indicando as histidinas proximal e distal, grupos C- e N- terminais e molécula de O,

E gracas a alta reatividade do ferro, e sua grande afinidade pelo Oz, que este pode ser
transportado para todos os tecidos do corpo, incorporando-se em varias reagdes celulares e
participando da producédo de energia oxidativa, essencial para a manutencéo da vida (BUNN;
FORGET, 1986; PERUTZ et al., 1960; TORRES; BONINI-DOMINGOS, 2005).

Cada cadeia polipeptidica da globina é composta por uma sequéncia precisa de
aminoacidos, apresentando, as cadeias alfas, 141 amino&cidos, enquanto as cadeias betas sdo
formadas pelo sequenciamento de 146 aminoacidos, que se mantém completamente conservada
de geracdo em geracdo (estrutura primaria) (FIGURA 4). As combinacdes entre as diversas
cadeias de proteinas ddo origem as diferentes hemoglobinas presentes nos eritrocitos, desde o
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periodo embrionario (intrauterino) até a fase adulta, produzidas continuamente no decorrer do
desenvolvimento humano (BUNN; FORGET, 1986; GELL, 2018).

A estrutura secundaria € muito semelhante a primaria. Como resultado da formacao de
ligacGes ndo-covalentes de baixa energia entre as cadeias secundarias, cada aminoacido adquire
uma estrutura tridimensional, altamente especifica, composta por oito segmentos helicoidais
designados por letras de A-H, sete segmentos ndo-helicoidais (NA, AB, CD, EF, FG, GH e HC)
e duas terminacBes N e C. Esta diferenca é fundamental, pois os segmentos helicoidais sao
rigidos e lineares, enquanto, os ndo-helicoidais sdo flexiveis e adaptaveis. Esta conformacao
tridimensional (estrutura terciaria) ira se amoldar em um arranjo tetramerico (estrutura
quaternéria), dando origem a uma molécula harmoniosamente ajustavel e moldavel de
hemoglobina (PHILIPSEN; HARDISON, 2018; SCHECHTER, 2008).

Figura 4 — Esquema da formacdo da estrutura
quaternaria da molécula de hemoglobina

Sequéncia de
Estrutura residuos de
Primdria aminodcidos na

cadeia globinica

Estrutura Estrutura
Secunddria | alfa-helicoidal

Estrutura Tercidria Estrutura Quaterndria
e, ;
Cadeia de globina Hemoglobina tetramérica

Fonte: Adaptado de Jorge et al. (2016).
Fragmento de uma cadeia a-globina para representar a conformagéo
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria da hemoglobina.
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Como o ferro do heme forma uma ligacéo covalente com a histidina proximal (F8) e o
oxigénio se une de forma ndo-covalente ao heme e & histidina distal (E7), o heme fica suspenso
numa fenda nao polar entre os helicoidais E e F, como se pode observar na figura 3b (GELL,
2018; PHILIPSEN; HARDISON, 2018; SCHECHTER, 2008).

2.1.3 Expressao diferencial dos genes das globinas e fendtipo das hemoglobinas normais

A génese das cadeias globinicas é regulada por agrupamentos (clusters) de genes que
sdo ativados ou desativados, na ordem cronoldgica em que sdo expressos (sentido 5° — 3), de
maneira complexa, envolvendo varios mediadores moleculares a fim de estimular a producédo
de Hb e suprir a necessidade de Oz (GELL, 2018; HONIG; ADAMS, 2012).

Em individuos normais, a sintese da a-globina é regulada por genes funcionais de
globina a, localizados no segmento distal da regido telomérica do braco curto do cromossomo
16 (16p 13.3), em um segmento do acido desoxirribonucleico (DNA-deoxyribonucleic acid) de
35kb (FIGURA 5). Este cluster contém os genes zeta (), que codifica a cadeia ¢ globinica, trés
pseudogenes, (i, yo2 e yal), os genes alfa 1 (al) e alfa 2 (02), que, no ser humano, estdo
duplicados, devendo-se este fato provavelmente a duplicacdo génica no decorrer do processo
evolutivo, e um gene teta (0), de fungdo ainda ndo totalmente conhecida. Os trés pseudogenes
possuem mutacdes, ndo sendo por isso, expressos (CORDOVIL, 2018; VOON; VADOLAS,
2008).

No cromossomo 11, localiza-se o cluster dos genes beta, com uma extensao superior a
60kb, onde se observam, no sentido 5> — 3’, os genes épsilon (g), gama glicina (y®), gama
adenina (y*), um pseudogene (yPB) e os genes delta (5) e beta (B) (FIGURA 5) (CORDOVIL,
2018; VOON; VADOLAS, 2008).



26

Figura 5 — Representacdo esquematica da sequéncia de expressdo dos genes nos clusters
a- € B-globinas dos cromossomos 11 e 16
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Al 77 N ’
5 HS-40 3

Fonte: Representacdo gréfica de autoria prépria. Referenciado de: Frenette e Atweh (2007); Galiza Neto e
Pitombeira (2003).

Esquema A: Cluster B-globina no cromossomo 11.

Esquema B: Cluster a-globina no cromossomo 16.

(3: nédo expresso.

Ao longo da ontogénese, diversas alteracdes fisiologicas sdo observadas a nivel das
necessidades de demanda de O», as quais sdo acompanhadas de alteraces na expressdo dos
genes que codificam as cadeias de globinas. Mudancas progressivas, especificas e sequenciais
na expressdo dos genes de tais proteinas fazem-se necessarias desde o decurso da vida
embrionaria até a idade adulta, sendo responsavel, desta maneira, pelo surgimento de diferentes
tipos de hemoglobinas (PHILIPSEN; HARDISON, 2018; TORRES; BONINI-DOMINGOS,
2005).

No transcurso da sintese das globinas humanas, ocorrem duas comutacfes ou switches
essenciais: a passagem da Hb embrionaria para a Hb fetal (Hb F), por volta da 6% semana
gestacional, e a substituicdo da Hb F pela Hb do adulto (Hb A), ap6s o parto (GALIZA NETO;
PITOMBEIRA, 2003; SIMONS et al., 2018; TORRES; BONINI-DOMINGOQOS, 2005).

As primeiras células com Hb séo produzidas no saco vitelino, durante os estagios iniciais
do desenvolvimento embrionario. Posteriormente, inicia-se a eritropoiese hepatica, principal
fonte de eritrdcitos durante o desenvolvimento fetal, e, a seguir, a eritropoiese esplénica e a
medular. A medula éssea tem como grande caracteristica a producédo persistente de eritrocitos

que acompanha toda a vida do individuo (FIGURA 6) (CORDOVIL, 2018; GELL, 2018).



Figura 6 — Ontogenia das hemoglobinas
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Fonte: Adaptado de Weatherall (2001).
a, : Cadeias a-globina da molécula de hemoglobia; B, v, €, 8: Cadeias B-globina da moléluca de hemoglobina.

No periodo embrionario, 0s primeiros genes a serem expressos nos eritroblastos

primitivos, localizados no saco vitelino, correspondem as cadeias ¢ (cluster génico a) e as

cadeias € (cluster génico B). As suas sinteses tém inicio nas primeiras semanas do

desenvolvimento embrionério, levando a formacao da Hb Gower-1 ({2¢€2). Por volta das 6 (seis)
semanas iniciais de gestagdo, os eritroblastos primitivos comegam a sintetizar as cadeias a, 3 e
v. E nesta fase que as demais Hb embrionérias, Gower-2 (oz€ 2) e Hb Portland ({2y2), sdo
detectadas e produzidas, até por volta do final do primeiro trimestre gestacional (FRENETTE;
ATWEH, 2007; SIMONS et al., 2018; WIENERT et al., 2018).

Por grande parte da vida intrauterina, verifica-se uma grande producdo das globinas a e
v, com predominio da sintese da Hb F (02y2). Progressivamente, ha um aumento da sintese das
cadeias B e, ja no final do periodo de gestag@o, ocorre uma mudanga (switch) quando a sintese
da cadeia y é largamente substituida pela sintese de cadeia 3, dando origem a producéo da Hb
A (a2p2). O mecanismo pelo qual esta mudanca ocorre ainda é desconhecido, parecendo dever-
se ao estado de metilacdo do gene, ou, ainda, ao acondicionamento cromossémico ou a outras
condicbes que podem afetar ou influir na transcricdo genética (GALIZA NETO;
PITOMBEIRA, 2003; HOFFBRAND; STEENSMA, 2019).
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A producgdo de cadeias & tem seu inicio por volta da 25% semana gestacional, em
concentragdes residuais, permanecendo nestes niveis até o nascimento. Estas cadeias, quando
ligadas as cadeias a, ddo origem a hemoglobina Az (Hb A2) (0202), que, durante os primeiros
seis meses ap0Os nascimento, sofre discreto aumento de sua concentracdo, estabilizando-se,
assim, por todo o decurso da vida do individuo (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003;
HOFFBRAND; STEENSMA, 2019; SIMONS et al., 2018).

A Hb A constitui, aproximadamente, 98% do contetdo total de hemoglobina na fase
adulta. Apesar da sua predominéancia, a variante Az (Hb Az) também esta presente em pequenas
quantidades. A distribuicdo proporcional das diferentes Hb nos eritrocitos do individuo adulto
fica assim definida: Hb A = 96-98%, Hb Az = 2,5-3% e Hb F = 0%-1% (AKINBAMI et al.,
2018; TRAEGER-SYNODINOS et al., 2015).

A Hb F € considerada a Hb de maior concentracdo durante a vida intrauterina, sendo a
variedade de Hb predominante no feto e no recém-nascido (RN), cuja concentracdo varia de
55-85% da Hb total. No entanto, em condig¢Ges normais, o declive da Hb F é rapido de tal forma
que, aos 6 (seis) meses de vida, sé se detecta cerca de 5% desta Hb, e, aos 12 (doze) meses, sdo
detectados valores residuais, semelhantes ao de um individuo adulto. Esta Hb possui uma
afinidade para o O2 superior a da Hb A, o que facilita a transferéncia de O entre a mée e o feto
e, em algumas condicdes patolégicas, auxilia no prognéstico favoravel do paciente (BAIN,
2008; SIMONS et al., 2018).

A tabela 1 resume os diferentes feno6tipos de hemoglobinas normais e suas respectivas

cadeias globinicas constituintes.

Tabela 1 — Hemoglobinas normais no desenvolvimento humano

Periodo de Tipos de Subunidade  Subunidade Cadeias Periodo predominante
desenvolvimento  hemoglobina  doclustera  docluster p  globinicas de sintese
Gower-1 ¢ € Coe2
Gower-2 o e 0 2 Embrido/até ao 3° més
Embrionario gestacional
Portland C Y )
Fetal Hb F o Y a2y2 Feto/ e até 0 6° més de
vida
Hb A o B o232 Vida adulta
Adulto Hb A, o 5 0252 Feto/vida adulta

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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2.1.4 Hemoglobinas variantes e as hemoglobinopatias hereditarias

Estima-se que mais de 7.000.000 de criancas nas¢cam a cada ano com algum tipo de
anomalia congénita ou doenca genetica, em todo o mundo, e que cerca de 90% desses
nascimentos ocorram em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Desses
nascimentos, aproximadamente, 25% consistem em apenas 05 (cinco) tipos de distarbios, sendo
02 (dois), dos quais, doencas monogénicas e com envolvimento de severas crises hemoliticas
no seu processo de patogénese: os distdrbios hereditarios da Hb e a deficiéncia de glicose-6-
fosfato-desidrogenase (G6PD) (MODELL; DARLISON, 2008; WEATHERALL, 2010).

Os distarbios hereditarios da hemoglobina langaram as bases da medicina molecular
qguando, em 1949, Linus Pauling et al. descreveram a AF como sendo a primeira ‘doenca
molecular’ (PAULING et al., 1949); vindo a sua estrutura molecular a ser descoberta somente
alguns anos apés, em 1957, por Vernon Ingram (INGRAM, 1957).

As hemoglobinopatias sdo caracterizadas pela presenca de variantes anormais da cadeia
globinica, que implicam em alteracBes estruturais e/ou funcionais na molécula da Hb -
hemoglobinas variantes. Sendo herdadas como caracteristicas autossémicas recessivas, elas
representam as doengas monogénicas mais comuns que afetam a populagdo mundial,
carregando em sua fisiopatologia um forte impacto na qualidade de vida do individuo
acometido e considerdvel mortalidade e morbidade global. No entanto, algumas
hemoglobinopatias podem derivar da heranca de um gene autossdbmico dominante que dara
origem a episddios hemoliticos, mesmo em estado de heterozigose, ao contrario das patologias
associadas aos genes autossdOmicos recessivos, que necessitam de um estado de homozigose
para desenvolver a doenca (TURGEON, 2012).

N&o obstante ainda serem muito negligenciadas pelos programas de satde publica em
muitos paises, acredita-se que cerca de 7% dos seres humanos sdo portadores de alguma das
mutacdes responsaveis por esses transtornos de Hb (CARIO, 2018; FARASHI; HARTEVELD,
2018; PIEL, 2016).

As hemoglobinas variantes oferecem a lista mais abrangente de mutagdes humanas em
proteinas, ja sendo conhecido, até a presente data, mais de 500 variantes genéticas que induzem
alteracdes quantitativas de Hb, e cerca de 1200 variantes estruturais, associadas a alteracoes
qualitativas nas cadeias globinicas (CARIO, 2018; INGRAM, 2004; MANCA; MASALA,
2008; PIEL, 2016). Essas variantes sdo originadas por anormalidades genéticas que podem
afetar as propriedades fisicas ou quimicas da molécula, resultando em alteracdes na sua
solubilidade, estabilidade ou afinidade pelo O (INGRAM, 2004).
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Com base no gene envolvido e tipo de alteracdo apresentada, as hemoglobinopatias
podem ser caracterizadas e classificadas em dois grupos principais:

- Hemoglobinopatias por variantes estruturais: cujas alteracdes decorrem de mutacoes
pontuais em uma ou mais bases que codificam os aminoacidos. Incluem a substituicdo, delecao
ou insercdo de aminoacidos, como também a fusdo de duas cadeias globinicas diferentes
causando a formacdo de uma Hb anormal.

- Hemoglobinopatias por defeito de sintese das cadeias globinicas (ou sindromes
talassémicas). As alteracdes de sintese caracterizam-se pela sintese reduzida ou nula de um ou
mais tipos de cadeias globinicas (BUNN; FORGET, 1986; FARASHI; HARTEVELD, 2018;
STEINBERG; NAGEL, 2001; THEIN, 2018; WIENERT et al., 2018).

Existe ainda uma terceira familia que compreende condic¢des nas quais ha um defeito na
troca normal da Hb F pela adulta que é chamada de persisténcia hereditaria da hemoglobina
fetal, ou PHHF. Embora, sem importancia clinica per se, a co-hereditariedade de algumas
formas de PHHF pode modificar os fendtipos associados as variantes estruturais da Hb ou
talassaemias (WEATHERALL, 2001).

Dentre todas as hemoglobinopatias hereditarias, destaca-se, ndo somente por ser a de
maior frequéncia mundial, mas também por apresentar as mais severas manifestacGes clinicas
ao paciente, a Anemia Falciforme, cuja base de sua fisiopatologia se deve a presenca da
hemoglobina S (Hb S ou hemoglobina falciforme, do inglés, ‘sickle’ (foice)), uma Hb resultante
de uma alteracdo estrutural por substituicdo de um aminoacido na sua cadeia globinica normal,
que sob determinadas condi¢des, sofre polimerizacdo, induzindo graves consequéncias ao
individuo portador (PELIZARO et al., 2012).

2.2 Anemia falciforme
2.2.1 Definicéo classica

Segundo Steinberg (2016), anemia falciforme é uma condi¢do de homozigose de Hb S
formada pela combinago dos dimeros de a-globina e da cadeia anormal de BS-globina (a2p>2),
resultante de uma mutagéo pontual no gene da f-hemoglobina que codifica a cadeia variante -

globina falciforme (B°).

2.2.2 Perspectiva histérica
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A primeira descri¢do formal sobre a ‘doenca com células em forma de foice’ deve-se a
um relato de caso de um paciente de 20 anos de idade, de nome Walter Clement Noel. Ele,
estudante de odontologia em Chicago-EUA, nos anos de 1904-1907, era de raca negra, oriundo
de Granada, nas indias Ocidentais, e sofria de fortes dores no corpo e anemia severa. Em 1910,
0 notdrio médico cardiologista que acompanhava este paciente, Dr. James Herrick, relatou o
caso como sendo de uma anemia grave, um pouco diferenciada, com forte caracteristica de
“tom amarelado nas escleras”, episddios de rinite cronica e aguda, febre, ganglios aumentados,
alteracdes cardiacas, complicacGes pulmonares e presenca de intrigantes Glceras nos membros
inferiores (HERRICK, 1910).

Herrick observou, em microscopia de esfregacos de sangue periférico, que as hemacias
(eritrocitos) do paciente se apresentavam de forma peculiarmente finas e alongadas, cunhando
pela primeira vez o termo ‘hemacias em forma de foice’ para descrever a morfologia das células
que, anos mais tarde, daria 0 nome a doenca. No entanto, devido aos sintomas atipicos que o
paciente apresentava, Herrick ndo tinha certeza se aquela condigdo que o paciente apresentava
tratava-se de uma doenca sui generis ou de uma manifestacdo de outra (s) doenca (s). Fora
pensado ainda que se tratava de uma provavel sifilis ou um parasita intestinal, ficando, porém,
o diagnostico em aberto até que novos possiveis casos viessem a reforcar esses achados
(HERRICK, 1910).

Na concepcdo de alguns historiadores, o destaque aos eritrocitos em forma de foice e a
decisdo de manter o diagnéstico inconcluso tém uma mesma explicacdo: a posicdo de James
Herrick retratava uma transi¢do na pratica da investigacdo médica. A ascensdo da medicina
clinica moderna, que aliou as novas técnicas oriundas do laboratério ao tradicional método
comparativo, provocou a diversificacdo das concepcGes médicas sobre o sangue e seus
elementos constitutivos. Portanto, ao passo que elegeu os eritrécitos falciformes como
caracteristicas relevantes para a interpretacao do caso de Walter Noel, Herrick utilizava também
os conhecimentos adquiridos na préatica clinica tradicional, que o faziam ser cauteloso nos
diagndsticos que ndo encontrava correlatos na literatura médica da época (WAILOO, 1991).

Mason cunhou, entdo, o nome "anemia falciforme™ para descrever o distarbio ‘recém-
descoberto’, através da publicacdo de seu estudo intitulado “Sickle Cell Anemia”, em 1922.
Todavia, por se tratarem de pacientes oriundos do continente africano, tal observacéo levou ao
equivoco comum de que a doenca estava confinada a pessoas de origem africana, sendo, por
isso, concebida também como uma doenga especifica do ‘sangue negro’ (MASON, 1922).

Os primeiros esforcos para determinar as bases genéticas das células vermelhas

falcizadas foram reportados por Victor Emmel (1917), que sugeriu a hereditariedade depois de
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observar falcizagdo em pai e filho (EMMEL, 1917). Em 1923, John Huck, um graduado da
Escola de Medicina da Universidade Johns Hopkins, e professor de microscopia clinica,
realizou os primeiros estudos abrangentes da falcizacdo como um fendmeno hereditario
(HUCK, 1923, apud TALIAFERRO; HUCK, 2023). A medida que as imagens clinicas e
laboratoriais da doenca se tornaram mais completas, elas também se tornaram mais complexas
(FELDMAN; TAUBER, 1997).

Em 1949, Linus Pauling et al. levantaram a hipotese de que a AF poderia ser originada
de anormalidades na molécula de Hb, cujas alteracdes fisico-quimicas justificariam a
denominacdo: “doenca molecular” (PAULING et al., 1949). Concomitantemente, alguns
pesquisadores relataram a relevante importancia da Hb F no desenvolvimento das
manifestacdes clinicas da doenca ao descreverem que os sintomas da AF apareciam em criancas
logo apos a diminuicdo dos niveis dessa Hb, sugerindo uma possivel relacdo benéfica entre o
aumento dos niveis de Hb F e a sintomatologia apresentada pelos pacientes (WATSON;
STAHMAN; BILELLO, 1948).

Passados cerca de 10 (dez) anos, Ingram (1958) demonstrou que a mutacao responsavel
por originar a Hb S é resultante da alteracdo de apenas um aminoacido da Hb A. Ele demonstrou
que a substituicdo do &cido glutdmico por uma valina na posi¢ao 6 da cadeia da B-globina era a
base genética da Hb S. Tal achado explicou, dentre outras coisas, a diferenca eletroforética entre
as duas globinas, e foi a primeira demonstracdao de uma substituicdo de aminoacido em proteina
humana.

No Brasil dos anos 30, foi publicado, pela primeira vez, um caso dessa referida doenca,
que surgiu em meio aos varios tipos de anemia que, conforme médicos do periodo, acometiam
grande parcela dos doentes do pais. Na visdo médica de entdo, embora se considerasse a anemia
como um sintoma clinico, as “anemias” representavam uma classificagdo de doenga, que
provocava dificuldades de diagnéstico em funcgédo de suas variadas causas. Na década de 1940,
0 interesse pelo sangue aumentou consideravelmente em funcdo da Segunda Guerra Mundial,
0 que ocasionou 0 crescimento da demanda por transfusdes sanguineas (CAVALCANTI,
2007).

As primeiras pesquisas referentes a esta hemoglobinopatia devem-se as investigacoes
feitas pelo médico Alvaro Serra de Castro, em 1933, no Hospital S&o Francisco de Assis, no
Rio de Janeiro, e apresentadas, em 27 de junho do mesmo ano, em sessdo da Sociedade de
Medicina e Cirurgia do Rio de Janeiro (COUTINHO, 1933, apud CAVALCANT]I, 2007). Em
seu relato, Coutinho (1933, apud CAVALCANTI, 2007) defendia que, dentre as anemias, a AF

deveria estar em destaque nos conhecimentos médicos. Ele foi um grande defensor da quebra
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do paradigma de que o ‘sangue do brasileiro era pobre e fraco’, e que todas as anemias eram
resultado de outras causas, como parasitoses, influéncia climética tropical ou subnutrigao.

A primeira publicacdo brasileira especifica sobre a doenca foi um artigo de autoria de
Castro (1934, apud CAVALCANTI, 2007): ‘A Anemia de Hematias Falciformes’, publicado
no Jornal de Pediatria, sendo, a partir dai, considerado, por seus contemporaneos, como 0
primeiro profissional a identificar um caso da doenca no pais (ARAUJO, 1961, apud
CAVALCANTI, 2007).

Contudo, o avango da medicina molecular, além de elucidar a base genética da DF,
também expbs ao mundo, dominado por uma sociedade extremamente racista e capitalista, que
esta, bem como muitas outras doencas vistas, até entdo, como limitadas a uma condicéo racial
ou social, tratava-se, na verdade, de uma patologia de génese hereditaria, cujo limiar

extrapolava racas, credos, distribuicdo geografica, etnia e posicao social.

2.2.3 Epidemiologia- Origem e dispersao da Hb S

As hemoglobinopatias hereditarias representam o grupo de doengas monogénicas mais
comuns em todo o mundo, tendo na AF um de seus principais e mais severos representantes,
com distribuicio predominante em paises da Africa, América do Sul, América Central, Arabia
Saudita, India, Turquia, Grécia e Italia (CONRAN; TORRES, 2019; KATO et al., 2018; PIEL,
2016; WEATHERALL; CLEGG, 2001). A figura 7 apresenta a distribuicdo global de nascidos

vivos com AF no ano de 2015.

Figura 7 — Distribuicdo global de recém-nascidos com anemia falciforme
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Fonte: Adaptado de Piel; Steinberg; Rees (2017).
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Embora tenha sido extensivamente estudada em nivel molecular e celular, os dados
epidemiolodgicos para mensurar e avaliar o fardo e impacto que esta doenga gera a salde e
qualidade de vida, como um todo, dos individuos acometidos sdo frequentemente limitados e
subnotificados, particularmente, em regides de alta prevaléncia, as quais se localizam,
primordialmente, em &reas tropicais (PIEL, 2016).

Sabe-se, todavia, que ainda existe uma preocupante auséncia de reconhecimento oficial
dos disturbios hereditarios da Hb como uma prioridade na satde publica em escalas nacional,
regional e global, sendo percebido tal fato pela inexisténcia de implementacao de programas de
prevencdo e manejo para tais distirbios em muitos paises, especialmente, nos paises mais
afetados (PIEL, 2016; STREETLY et al., 2009). Dados de estudos africanos, por exemplo,
indicam um indice de mortalidade por DF na infancia (antes dos 5 anos de idade) que chega a
atingir 90% (GROSSE et al., 2011), e cerca de 25-30% das criancas com a doenca vao a ébito
no restante do mundo (MONTEIRO; IANO; FRANCA, 2017).

Estimativas sugerem que o numero global de partos de criancas com HbAS, ou seja,
heterozigotas para Hb S (ou traco falciforme), e para criangcas com HbSS (anemia falciforme)
perfazem 5.476.000 (intervalo interquartilico: 5.291.000 - 5.679.000) e 312.000/ano (294.000
- 330.000), respectivamente (PIEL, 2016), com projecdes demogréficas sinalizando um
aumento anual de nascimentos afetados pela AF em 33% entre os anos 2010 — 2050 (PIEL et
al., 2013).

Acredita-se que a mutacéo que produz a Hb S (B®) esta presente em cerca de 24,6% da
populacdo mundial (MAKANI et al., 2015; MONTEIRO; IANO; FRANCA, 2017) e tenha
ocorrido ha 50-100 mil anos, entre os periodos paleolitico e mesolitico (NAOUM, 2000; WHO,
1982).

InvestigagBes preliminares discordavam quanto ao local de origem da mutagdo B,
algumas apontando a Asia, enquanto outras, a Africa (GELPI, 1973; LEHMANN;
MARANJIAN; MOURANT, 1963; PANTE-DE-SOUSA et al., 1998). No entanto, Wainscoat
et al. (1983), em um estudo realizado com um grupo de individuos jamaicanos com AF,
encontraram um grande nimero de haplétipos distintos, apoiando a hipétese de origem multipla
para a mutacdo B5.

Estudos posteriores descreveram que esta mutacdo, provavelmente, surgiu em pelo
menos cinco eventos independentes, dos quais, quatro em populacdes africanas: em Benin, na
Republica Africana Central (CAR), no Senegal e em Camardes (CHEBLOUNE et al., 1988;
LAPOUNIEROULIE et al., 1992; SERJEANT; VICHINSKY, 2018), e um (01) surgimento
independente do alelo mutante também na Asia (KULOZIK et al., 1986; SERJEANT;
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VICHINSKY, 2018). Tais mutages estdo associadas a haplotipos, denominados de acordo com
sua origem geografica: Benin (BEN), Bantu (CAR), Senegal (SEN), Camar@es e Arabe-Indiano
ou Asiatico, respectivamente (HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018).

Né&o obstante a incidéncia da Hb S ser mais prevalente entre os individuos da raca negra,
os individuos de outras etnias, especialmente os que sdo provenientes do mediterraneo (Grécia,
Italia, etc.), Oriente Médio e india, também apresentam a doenca (RAMALHO, 1986), e, no
Brasil, a intensa miscigenacdo racial contribui ainda mais para a presenca de alelos falciformes
na populacédo ndo negra.

A distribuicdo geografica do alelo B® foi principalmente impulsionada por dois fatores:
a endemicidade da maléria e os movimentos populacionais (ALLISON, 1954; KATO et al.,
2018). A sobreposicio entre a distribuicdo geografica do alelo B° e a endemicidade da malaria
na Africa Subsaariana levaram, na década de 1950, & concepcdo da hipotese de que o0s
individuos com HbAS poderiam ser protegidos contra a maléria por Plasmodium falciparum
(HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018; KATO et al., 2018). Essa hipbtese, agora comumente
chamada de hipotese da maléaria, foi formulada pela primeira vez por Anthony C. Allison, em
1954, para a DF, devido a uma surpreendente sobreposicao geografica da malaria e da anomalia
falciforme. A hipdtese da maléria sugere a conjectura de que o surgimento da mutagio p° é
resultante de um processo de protecao seletiva (selecdo natural) contra as formas mais letais da
maléria, e, segundo a qual, a melhora do condicionamento fisico dos individuos HbAS diante
da malaria compensa a perda eventual de homozigotos gravemente afetados (ALLISON, 1954).

Dados histdricos e bioldgicos argumentam que a frequéncia do gene B expandiu-se
bastante na Africa ha cerca de 3000 anos e, no sul da Asia, ha cerca de 4000 anos, apds a
introducdo de ferramentas de ferro. Isso levou a adocao de um sistema agricola que promoveu
0 aumento da densidade de habitacdes humanas e condi¢cbes favoraveis de reproducdo do
mosquito vetor Anopheles, transmissor do parasita da malaria para o homem (HEBBEL,;
VERCELLOTTI, 2018).

De igual forma, movimentos populacionais, incluindo o trafico de escravos, levaram a
uma distribuicdo muito mais ampla do alelo S, particularmente na América do Norte e na
Europa Ocidental. O mapeamento detalhado da frequéncia do alelo BS destacou que as
heterogeneidades geograficas na prevaléncia de disturbios hereditarios da Hb podem ocorrer
em curtas distancias (KATO et al., 2018; PIEL et al., 2013).

A mobilidade dos seres humanos em todo o mundo atingiu um nivel sem precedentes.
Com as modernas mudangas nos meios e na velocidade do transporte internacional, restri¢coes

anteriormente impostas por barreiras naturais e pelas longas distancias foram bastante
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reduzidas. O numero de migrantes internacionais aumentou de 92,6 milhdes, no ano de 1960,
para 165,2 milhdes, em 2000, e estimativas sugerem que o ndmero global de migrantes que
potencialmente transportam a mutacdo ‘S’ aumentou de cerca de 1,6 milhGes, em 1960, para
3,6 milhdes, em 2000 (PIEL, 2016).

As migragdes internacionais podem ter um efeito, a longo prazo, sobre a satde publica
por meio da introducdo de genes deletérios em populagdes, nas quais eles estavam ausentes,
anteriormente. A presenca da mutagdo falciforme é um lembrete dos legados do trafico de
escravos do continente africano para as Américas do Norte e do Sul e ilhas do Caribe, e da mais
recente imigracdo dos paises mediterraneos (incluindo, Grécia e Italia) (PANTE-DE-SOUSA
etal., 1998; PIEL, 2016). De igual forma, a grande imigracdo de paises do sudeste asiatico para
a California e outras partes dos Estados Unidos (EUA), nas ultimas décadas, também tem
instigado o aumento do nimero de pacientes afetados por formas graves de talassemias (PIEL,
2016).

Movimentos populacionais também afetam a distribui¢do de doencas hereditarias da Hb
dentro dos mesmos paises, onde populacdes, previamente isoladas, interagem cada vez mais
umas com as outras, e um grande nimero de migrantes movem-se de areas rurais para areas
urbanas, podendo induzir, dessa maneira, a uma complexidade de gendtipos contemporaneos,
uma vez que, novas variantes, recentemente introduzidas em uma regido, podem interagir com
variantes locais e criar fendtipos mais ou menos graves (PIEL, 2016).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e do Banco Mundial, estima-
se que, na Africa, nascam cerca de 270 mil criancas por ano com algum tipo de
hemoglobinopatia associada a presenca da Hb S (BRASIL, 2009). Cerca de 75% dos nascidos
com AF, em todo o mundo, sdo originarios da Africa Subsaariana (KATO et al., 2018; PIEL et
al., 2013). Além disso, a Africa Ocidental tem a maior incidéncia de doenca de HbSC, o
segundo tipo mais comum de DF (KATO et al., 2018).

A incidéncia de Hb S varia por estado, raca e etnia. Entre os afro-americanos, por
exemplo, cerca de 01 (um) em 360 RN tem DF, e 01 (um) a cada 600 nascimentos apresenta a
AF (HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018; KATO et al., 2018). O impacto econdmico e na salude
da populagéo € imensuravel, tanto nos EUA como no restante do mundo, sendo responsavel por
mais de 113.000 hospitalizacdes e US $ 488 milhdes em custos anualmente, apenas nos EUA
(ANSARI; GAVINS, 2019).

No Brasil, a incidéncia de DF em RN varia substancialmente entre os estados e regides,
refletindo a heterogeneidade étnica da populagdo brasileira (KATO et al., 2018). Em 2014, essa
incidéncia foi de aproximadamente 01 (um) para 650 RN rastreados no estado da Bahia, 01
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(um) em 1.300 nascidos no Rio de Janeiro e de 01 (um) em 13.500, em Santa Catarina
(BRASIL, 2014).

Com base nos dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), do Ministério
da Saude, anualmente, nascem no Brasil cerca de 3.500 criancas com DF e cerca de 200 mil
portadores do trago (BRASIL, 2009, 2014).

Confome dados atuais da Portaria Conjunta n° 05, de 19 de fevereiro de 2018, do
Ministério da Saude- Brasil, estima-se que ha cerca de 60.000 a 100.000 pessoas com AF ou ha
condicdo de heterozigotos compostos ou duplos (SC, SE, SD, SBetaTAL- doenca falciforme),
em todo o pais, e que cerca de 4% da populagdo brasileira tenha o traco falciforme (BRASIL,
2018), com prevaléncia do alelo mutante variando de 1,2% a 10,9%, dependendo da regido
(KATO et al., 2018).

Os quadros 1 e 2 apresentam a diferenca de incidéncia de Hb S por estado brasileiro.

Quadro 1 - Incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com doenga
falciforme em alguns estados brasileiros

ESTADOS INCIDENCIA
Bahia 1:650
Rio de Janeiro 1:1.300
Pernambuco, Maranhdo, Goias e Minas Gerais 1:1.400
Espirito Santo 1:1.800
Rio Grande do Sul 1:11.000
Parana 1:13.500
Santa Catarina 1:13.500
Fonte: Brasil (2014).
Quadro 2 - Incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com traco
falciforme em alguns estados brasileiros

ESTADOS INCIDENCIA
Bahia 1:17
Rio de Janeiro 1:20
Pernambuco e Maranhéao 1:23
Goias 1:25
Espirito Santo 1:28
Minas Gerais 1:30
Séao Paulo 1:40
Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina 1:65

Fonte: Brasil (2014).

No Brasil, 78,6% dos obitos devido & AF ocorrem até os 29 anos de idade e 37% desse
ndmero concentra-se na infancia, entre os menores de nove anos (LOUREIRO; ROZENFELD,



38

2005). As taxas de letalidade infantil e perinatal podem chegar a 80% e entre 20-50%,
respectivamente, de criancas ndo cuidadas, que ndo conseguem chegar aos 5 anos de vida
(CORDOVIL, 2018). Entre os adultos acompanhados nos estados de alta prevaléncia, como
Bahia e Rio de Janeiro, a média da idade de morte por DF ainda é baixa, 26,5 e 31,5 anos,
respectivamente (CORDOVIL, 2018; LOUREIRO; ROZENFELD, 2005).

Dito isto, podemos concluir que o nimero exato de individuos afetados pela AF em
nivel mundial €, atualmente, desconhecido e ndo pode ser estimado com fidedignidade, devido
a escassez de dados epidemioldgicos, em particular, dados de mortalidade em areas de alta
prevaléncia. Sabe-se, contudo, que esta doenga encontra-se distribuida na populacdo de forma
heterogénea, com maior prevaléncia nos estados e paises que possuem maior concentracdo de

afrodescendentes, com recorte social entre os mais pobres.

2.2.4 Consideracdes genéticas e moleculares da anemia falciforme

Dentre as hemoglobinopatias, ressaltam-se, em grande notoriedade, as que apresentam
a Hb S como Hb variante estrutural, sendo, por essa razdo, denominadas de doencas ou
sindromes falciformes (STEINBERG, 2008).

N&o obstante mais de 15 (quinze) gendtipos diferentes tenham sido identificados como
causadores de doengas falciformes (REES; GIBSON, 2012), a AF destaca-se por ser a forma
mais prevalente e, em geral, a que revela maior gravidade clinica e hematologica (NAOUM,
2000; PELIZARO et al., 2012). No entanto, outros gendtipos falciformes ocorrem com a
heterozigose composta, quando, por exemplo, o gene S interage com outras variantes do gene
da B-globina, como o gene da hemoglobina C (Hb C), hemoglobina D (Hb D), ou da j-
talassemia, dentre outros, gerando combinagdes que também séo sintomaticas, denominadas,
respectivamente, como hemoglobinopatia SC, hemoglobinopatia SD e S/beta-talassemia
(BALLAS, 2018).

A denominagao “anemia falciforme” € reservada para a forma da doenga que ocorre em
individuos homozigotos (HbSS), e trata-se de uma doenca hereditaria, monogénica, de heranca
autossdmica, codominante para a mobilidade eletroforética (BALLAS, 2018; STEINBERG,
2008). A heterozigose (HbAS) nédo causa doenca, mas é detectavel, podendo os portadores do
traco falciforme apresentarem de 30 a 40% da Hb variante, ao passo que os individuos
acometidos de AF exibirem 80% ou mais da Hb S no interior de seus eritrocitos (BALLAS,
2018; NAOUM, 2000).
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A maioria dos genitores de criancas com AF sdo heterozigotos simples, ou seja,
apresentam um gene da Hb A associado a um outro da Hb S, transmitindo cada um deles o gene
alterado para a crianca, que, dessa forma, recebe o gene anormal em dose dupla (SS) — um gene
BS proveniente do pai e outro gene B° proveniente da mae. Porém, ndo é incomum a identificacio
de um dos pais como afetado pela doenca somente durante a investigacdo familiar suscitada
pelo nascimento de um filho diagnosticado através de triagem neonatal (“teste do pezinho")
(CORDOVIL, 2018; SCHECHTER, 2008).

A AF é resultante de uma mutacdo pontual no sexto codon do gene da B-globina,
localizado no brago curto do cromossomo 11, consoante & substituicdo de uma Unica base
nitrogenada, de uma adenina (A) por uma timina (T), GAG—GTG, cuja traducdo molecular
substitui 0 aminoacido acido glutdmico pela valina, acarretando, assim, na formacdo da Hb
mutante “S” no lugar da Hb normal, denominada “A” (CHIRICO; PIALOUX, 2012; EATON;
BUNN, 2017; STEINBERG, 2008).

A figura 8 apresenta a representacdo gréfica da alteracdo genética responsavel pela

formacdo da hemoglobina variante S.
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Figura 8 - Alteracdo genética na cadeia B-globina da molécula de hemoglobina que
origina a hemoglobina variante S
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Fonte: Adaptado de Kato et al. (2018).

A hemoglobina normal A (HbA) ¢é formada por duas subunidades de a-globina e duas subunidades de -globina,
sendo estas tltimas codificadas por HBB. O alelo da HbS, pS, € um alelo HBB no qual uma substituigéo de adenina
por timina resulta na substituicdo do acido glutdmico por valina na posi¢do 6 da cadeia B-globina madura.
Individuos com apenas um alelo S tém o traco falciforme (HbAS), mas ndo a doenca. A anemia falciforme ocorre
quando ambos os alelos HBB estdo mutados, apresentando dois alelos B (BS/BS5). A deoxi-HbS pode sofrer
polimerizacdo e os polimeros de HbS podem alterar a estrutura e fungéo do eritrdcito, de forma reversivel ou néo.

Estudos de associacdes genéticas e gendbmicas constataram, consistentemente, que a AF
é de caracterizacdo multigénica, na qual, o gendtipo falciforme, hapl6tipos da f-globina e outros
genes ndo ligados ao locus B-globina, podem participar de eventos patologicos relevantes que
induzem & modificacio da expressdo fenotipica do gene B° e de manifestagBes clinicas da
doenca (JASTANIAH, 2011; KATO et al., 2018). Altos niveis de Hb F (codificadas por HBG1

e HBG2), por exemplo, ou a co-heranga de a-talassemia (causada por mutacbes no HBA1L e
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HBAZ2) estdo associados, normalmente, com feno6tipos mais leves da doenca. No entanto, esses
dois biomarcadores explicam apenas uma pequena fracao da variabilidade fenotipica observada
e possivel (JASTANIAH, 2011; STEINBERG, 2016).

Fatores ambientais, como o ambiente domeéstico, infeccBes, condigdo socioecondmica,
nutricdo e acesso aos cuidados, também podem influenciar o curso e gravidade da doenca e a
taxa de sobrevivéncia (JASTANIAH, 2011; TEWARI et al., 2015). Todavia, estudos mais
direcionados e focados na influéncia e interferéncia de outros elementos moleculares e
ambientais ainda nao sdo tdo frequentes (JASTANIAH, 2011).

Microarranjos de expressao estdo sendo usados para identificar genes em varios 6rgaos
afetados pela doengca em homens e camundongos transgénicos (STUART; NAGEL, 2004).
Apbs esses genes serem localizados, polimorfismos podem ser pesquisados em busca de se
identificar modificadores genéticos que ajudardo a definir o risco individual, permitindo
intervencdes racionais, baseadas na particularidade do individuo, antes do inicio de danos em
6rgdos ou sistémico (JASTANIAH, 2011; STUART; NAGEL, 2004).

Pelo exposto, conclui-se que, cada paciente com AF tem uma composicao genética sui
generis e esta envolto por um ambiente Unico que interagem de diferentes maneiras para
modificar a gravidade e curso da doenca, e, assim, tornar o desenvolvimento das manifestacfes

clinicas e 0 manejo terapéutico do paciente extremamente variaveis e incognitos.

2.2.5 Mecanismo fisiopatologico da doenca

Um amplo espectro de estimulos anormais e constantes instigam, correntemente, as
células sanguineas e vasculares, do individuo com AF, e se propagam por todo o organismo em
uma complexidade de sintomas e manifestacfes diversas (SUNDD; GLADWIN; NOVELLLI,
2019).

Notavelmente, essa complexidade clinica deriva de apenas dois eventos préximos, a
vaso-oclusdo e a hemolise. Embora néo seja possivel identificar as contribui¢des proporcionais
e a importancia das inconveniéncias resultantes de cada evento, dois temas emergem: primeiro,
a vaso-oclusdo e a hemdlise estdo inter-relacionadas e sdo mutuamente promissoras e
interligadas a condicdo de saturagé@o e disponibilidade de O2 sanguineo, ou seja, ao grau de
hipdxia. Em segundo lugar, ha uma explicacéo unificadora para o surgimento dessa pluralidade
de caracteristicas clinicas e abundantes mediadores biologicos na AF e tem inicio na
dessaturacéo e polimerizacdo da Hb S (CABOOT; ALLEN, 2014; HEBBEL; VERCELLOTTI,
2018).
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Durante 0s anos sessenta e setenta, foi elaborado o primeiro esquema fisiopatoldgico
coerente baseado na polimerizagdo anormal da deoxi-Hb S (Hb S desoxigenada). Isso explica
0S mecanismos basicos dos eventos vaso-oclusivos, cuja caracteristica marcante e primeira da
doenca é a classica crise dolorosa vaso-oclusiva (CVO) (ODIEVRE et al., 2011).

Segundo Cordovil (2018), trés niveis direcionam o conhecimento cientifico relacionado
as alteracOes fisiopatoldgicas presentes na AF: nivel molecular e celular, o tecidual e o orgénico.
No nivel molecular, a troca de aminoacidos com diferentes pontos isoelétricos, &cido glutamico
(IP=2,77) por valina (IP = 5,97), provoca um desequilibrio devido a perda de cargas negativas
da Hb S em relagdo a Hb A, suficiente para induzir alteracbes na forma e nas propriedades
fisicas dos eritrocitos, e, por conseguinte, na sua flexibilidade e funcionalidade (KATO et al.,
2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

Embora esta mudanca se configure bioquimica e geneticamente como pontual, numa
regido da molécula de Hb que ndo a compromete estruturalmente, ela passa a ser crucial quando
amolécula de Hb S, em circunstancias de hipoxemia ou hipdxia, sofre desoxigenacao e permite
uma aproximacdo anormal entre moléculas de Hb adjacentes (CHIRICO; PIALOUX, 2012;
MANFREDINI et al., 2013; PELIZARO et al., 2012).

Na molécula de Hb normal, o acido glutdmico (carga elétrica negativa), da posi¢do seis
da B-globina, auxilia no afastamento entre as moléculas de Hb desoxigenadas — deoxi-Hb A
(MANFREDINI et al., 2013). Em contrapartida, em certos locais ou situacdes em que a hipoxia
ocorre, a ‘valina mutante’, da sexta posi¢ao da cadeia 3 da Hb S, que é hidrofobica e esta na
superficie da Hb, comeca a formar pontes de hidrogénio com receptores de fenilalanina (3-85)
e leucina (B-88) da molécula adjacente de Hb S (CORDOVIL, 2018; GALIZA NETO;
PITOMBEIRA, 2003). Essa condigédo, por sua vez, induz aproximacgdes intermoleculares e
ligacBGes entre os aminoacidos das Hb, favorecendo a formacdo de agregados insolUveis e
tubulares, os polimeros de Hb S, cujas estruturas modificam a arquitetura e plasticidade dos
eritrécitos (KATO et al., 2018; MANFREDINI et al., 2013; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,
2019).

A polimerizacao da deoxi-Hb S é o evento fundamental e liminar da fisiopatologia da
AF (PELIZARO et al., 2012; STEINBERG, 2008). Em decorréncia da mesma se apresentar
como um gel altamente viscoso e semi-solido, a Hb S polimerizada comporta-se
termodinamicamente similar a um cristal em equilibrio (HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018),
sendo responsavel pela formacdo do eritrocito falciforme patognoménico, conferindo a este

uma estrutura alongada, rigida e de membrana fragil, com demasiada alteragdo em sua
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estabilidade, solubilidade, deformabilidade e expressdo de moléculas de adesdo (CHIRICO;
PIALOUX, 2012; PICCIN et al., 2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

A dificuldade de circulacdo da celula falcizada na microvasculatura, bem como sua
interacdo com células endoteliais, leucocitos e plaquetas, além de promover o encurtamento da
vida média dessas células na circulacdo e liberacdo de heme livre, permeia o inicio do processo
de oclusdo dos vasos sanguineos, gerando mais hipdxia tecidual circunjacente e injarias e danos
a diversos 6rgdos (PIEL; STEINBERG; REES, 2017; REES; GIBSON, 2012).

Repetidas polimerizagdes da Hb S podem causar danos definitivos na estrutura dos
eritrocitos, promovendo eventos hemoliticos e inflamatorios cronicos, com fortes episodios
dolorosos de CVVO, e uma cascata ciclica de rea¢fes (FIGURA 9) que culminam em geragéo de
ERO, estresse oxidativo, lesdo e disfuncdo endotelial, dentre outros (HEBBEL,;
VERCELLOTTI, 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). A combinacao dessas a¢des
esta associada com distintas respostas a hipoxia e condi¢des inflamatérias em varios 6rgaos e
sistemas, e pode produzir indmeros outros estados patoldgicos secundarios (CHIRICO;
PIALOUX, 2012; PICCIN et al., 2019; RESS; GIBSON, 2012).

Figura 9 - Diagrama ilustrando a cascata de eventos fisiopatologicos derivados da
polimerizacdo da deoxi-Hb S
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Fonte: Adaptado de Rees e Gibson (2012).
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O fendmeno de polimerizagdo da Hb S também pode ocorrer em reticuldcitos, que
representam cerca de 20% das células vermelhas do sangue em individuos com AF (KATO et
al., 2018), e pode ser influenciado por fatores e moduladores diversos, tais como, a tensao de
02 (pOz2), concentragéo intracelular da Hb S e Hb F, temperatura, pressdo e pH sanguineos,
associacdo com outras Hb e talassemia, forca ionica, grau de desidratacao celular (pelo aumento
da viscosidade citoplasmatica e vazamento de ions K* e agua através da membrana), bem como,
tempo de circulacdo dos eritrocitos na microcirculacdo e por tensées mecanicas (HEBBEL;
VERCELLOTTI, 2018; PICCIN et al., 2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

ApoGs esta explanacdo, podemos inferir que a AF é uma doenca hematoldgica de
multiplos 6rgéos, cuja base de fisiopatologia é a polimerizacdo de sua Hb variante, resultante
de uma simples troca de aminoacidos em sua cadeia constituinte, que, em razao de condicdes
de hipoxia, é capaz de desempenhar um papel preponderante e determinante no
desenvolvimento de alteracdes moleculares, porém, com danos localizados e orgéanicos

imensuraveis.

2.2.6 Variabilidade clinica

A AF é uma condicdo multifacetada, de complicacBes agudas e crénicas, e, apesar de
ser resultante de uma mutacdo genética Unica, ha consideravel diversidade no curso e
progressdo da doenca (KATO et al., 2018; PIEL; STEINBERG; REES, 2017), dependente de
fatores tanto individuais quanto ambientais como possiveis moduladores do desenvolvimento
sintomético da doenga (IAROVAIA et al., 2018; SANTOS et al., 2011).

Evidéncias sugerem, por exemplo, que a presenca dos haplotipos da mutagio B°em
pacientes com AF esta relacionada a gravidade e a evolucdo da doenca, sugerindo melhores
prognosticos para os haplétipos Senegal e Asiatico, cuja expressao fenotipica de Hb F mostra-
se elevada, e pior evolugdo clinica para os portadores dos haplétipos Bantu e Benin (NAOUM,
2000; SCHNOG et al., 2004).

Comumente, as duas primeiras décadas de vida do paciente sdo caracterizadas por
periodos assintomaticos intercalados com periodos de intensa dor, envolvendo episodios
algicos em diversas partes do corpo, particularmente na regido peitoral, parte inferior das costas
e extremidades (BRANDOW; ZAPPIA; STUCKY, 2017; CORDOVIL, 2018; KATO et al.,
2018; PIEL; STEINBERG; REES, 2017). As manifesta¢Oes iniciam a partir do momento em

que o nivel de Hb F reduz-se a niveis inferiores a 30%, com predominio de Hb S no sangue,
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ocorrendo, geralmente, por volta do sexto més de vida (BANDEIRA et al., 2004; KATO et al.,
2018; POWARS et al., 1981; ZIVOT et al., 2018).

A caracteristica marcante da AF, a falcizacdo ou afoicamento dos eritrocitos, além de
causar anemia hemolitica crénica, ainda é responsavel pela obstrucdo de vasos sanguineos e
CVO, que, tipicamente causam inumeraveis distirbios e eventos agudos, incluindo episédios
dolorosos recorrentes, dano isquémico aos tecidos e infarto e necrose de diversos 6rgaos, tais
como, 0ssos, articulagdes, baco, pulmdes e rins, dentre outros (ANSARI; GAVINS, 2019;
PIEL; STEINBERG; REES, 2017; TURGEON, 2012; ZAGO; FALCAQ; PASQUINI, 2004).
A STA é um exemplo tipico de faléncia de 6rgdos na AF e uma das principais causas de
internacOes e morte entre os pacientes (CORDOVIL, 2018; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

A degeneracdo progressiva dos 6rgdos resulta de infartos nas areas afetadas, levando a
varias complicacdes secundarias que comprometem diretamente a vida e a sobrevida dos
pacientes (ANSARI; GAVINS, 2019; CORDOVIL, 2018; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).
Individuos com AF sdo mais propensos a ter eventos de AVC, resultando em sérios
comprometimentos motores e cognitivos (BRANDOW; ZAPPIA; STUCKY, 2017),
hipertensdo pulmonar, proteindria e doenca renal cronica. Todas essas complicacfes estdo
associadas a disfuncdo vascular causada pela doenca (BALLAS, 2018; CARIO, 2018).

A vasodilatacdo € bastante reduzida nesses pacientes e pode induzir outras
consequéncias, como o aparecimento de edemas e Ulceras, principalmente nas pernas. Essas
lesbGes de ulceras de membros inferiores representam 8 a 10% dos casos e apresentam maior
incidéncia em pessoas do sexo masculino e na faixa etaria entre 10 e 50 anos de idade
(CONNOR et al., 2017; CORDOVIL, 2018).

As ulceracdes podem aparecer apds traumas, picadas de insetos, ressecamento excessivo
da pele ou de forma espontanea, geralmente, no tornozelo ou regido maleolar (por¢do média ou
lateral), onde ha menos tecido subcutaneo e fluxo sanguineo, como consequéncia da hipdxia
tecidual, disfuncédo endotelial e vaso-oclusdo (CONNOR et al., 2017; CORDOVIL, 2018).

Com o passar da idade, o sistema musculoesquelético torna-se cada vez mais alvo de
comprometimento (crises dolorosas agudas, dactilite, alteracOes osteoarticulares e necrose
avascular); os sistemas pulmonar e cardiovascular tornam-se sobrecarregados (STA, embolias
pulmonares, hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca secundaria & hemossiderose)
(BALLAS, 2018; CONNOR et al., 2017; CORDOVIL, 2018) e o sistema neurologico (eventos
cerebrovasculares agudos) e hepatico (calculos biliares, sequestro hepatico, siderose hepética e
hepatite) também podem ser afetados drasticamente (BALLAS, 2018; CARIO, 2018;
MONTEIRO; IANO; FRANCA, 2017). Crises de sequestro hesplénico e hipospinismo, assim
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como insuficiéncia renal crbnica e crises aplasticas secundarias também tém efeitos
significativos sobre o numero de hospitaliza¢cbes, morbidade e a mortalidade (ANSARI,
GAVINS, 2019; SANTOS et al., 2011; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

As infeccbes nos pacientes com AF também sdo uma das principais causas de
preocupacdo tanto na infancia quanto na vida adulta (PIEL; STEINBERG; REES, 2017).
Correntemente, esses pacientes apresentam uma defesa imunoldgica deficiente e uma elevada
suscetibilidade as infeccOes bacterianas, principalmente pneumococos e Haemophilus
influenzae (NAOUM, 2000; SANTOS, 2010; TURGEON, 2012), bem como ao
desenvolvimento de sepse sistémica avassaladora, devido a disfuncéo esplénica (BALLAS,
2018; CARIO, 2018). Estas complicacdes trazem muitos infortinios e comprometem
substancialmente a qualidade de vida e sociabilidade desses pacientes (CARIO, 2018).

O hipermetabolismo presente nesses pacientes tem forte impacto na composicao
corporal e tem sido relacionado ao aumento do gasto energético, aumento do turnover proteico,
aumento do estresse oxidativo, do nimero de reticulécitos e reducdo da massa corporal
(BOREL et al., 1998; CORDOVIL, 2018).

Outras intercorréncias de relevancia clinica que podem ser manifestas na AF dizem
respeito ao hipodesenvolvimento somatico, retardo da maturacdo sexual, eventos de priapismo,
pré-eclampsia, restricdo de crescimento intrauterino, parto prematuro, morte perinatal,
retinopatias proliferativas ou perda da visdéo (BRANDOW; ZAPPIA; STUCKY, 2017; CARIO,
2018; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

A figura 10 resume as principais complicacdes clinicas, agudas e cronicas, da AF,
responsaveis pelo encaminhamento do paciente a emergia médica e hospitalizacBes. Dentre as
manifestacBes agudas, as crises algicas vaso-oclusivas sdo as mais comuns e insalubres,
enguanto as complicac@es cronicas sdo causantes de disfungdes organicas multimodas, as quais
podem contribuir prontamente para a incapacitacdo fisica do paciente ou morte precoce do
mesmo (KATO et al., 2018).
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Figura 10 — ComplicacBes clinicas da anemia falciforme responsaveis pelas principais
hospitalizacdes do paciente
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Além da multiplicidade sintomatica descrita, as complicacdes iatrogénicas e
psicoldgicas também contribuem significativamente para a morbidade da doenca (ANIE, 2005)
e, embora o ambiente de hipoxia, a polimerizacdo da Hb S e a vaso-ocluséo sejam aceitas como
centrais para a patologia, a importancia e correta elucidacdo dos inimeros outros processos e
mediadores bioldgicos (genéticos ou ndo) inter-relacionados é mais dificil de se estabelecer.
Contudo, faz-se mister o estudo a tal respeito, uma vez que podem influenciar, direta ou
indiretamente, a evolucdo da doenca e até provocar gravidades clinicas singulares e inusuais,
prejudicando o desenvolvimento e a expectativa de vida do paciente ou, até mesmo, levar o
individuo ao obito (ANIE, 2005; NAIK; HAYWOOQOD, 2015).

2.3 Hipdxia e mecanismos de gravidade na anemia falciforme
Hipodxia e polimerizacdo da Hb S sdo os dois gatilhos iniciais, unanimemente aceitos,

responsaveis pela falcizagdo dos eritrocitos na microvasculatura. Uma vez falcizados, esses

eritrocitos, por meio de alteragcbes em suas propriedades biofisicas e reoldgicas, propiciam a
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oclusdo de vasos sanguineos e comprometem o fornecimento de sangue e Oz aos tecidos e
orgdos circunvizinhos (LI et al., 2017; SETTY et al., 2003), induzindo o aparecimento de
isquemia, infarto de 6rgdos e hemolise extra e intravascular (KIM et al., 2017; MACHOGU;
MACHADO, 2018).

A isquemia tecidual produzida pela diade hipdxia/polimerizacdo de Hb S ir& induzir,
por sua vez, mais hipoxia aguda que implicara na continuidade de um ciclo malicioso e continuo
de hipoxia-falcizacdo de eritrocitos, com consequentes complicacdes ja conhecidas: crises
dolorosas vaso-oclusivas, interacdes endoteliais-eritrocitarias anormais, STA, hemolise, AVC
e lesdes de 6rgdos. Tais eventos sdo responsaveis por altas morbidade e mortalidade associadas
a AF (CABOOT; ALLEN, 2014; CHINAWA et al., 2013; PAPAGEORGIOU et al., 2018),
assim como pela intitulacdo da AF como sendo “uma doenca da hipdxia” (SUN; XIA, 2013,
nosso grifo).

Ainda que os termos hipoxia e hipoxemia sejam frequentemente usados de forma
intercambidvel, eles ndo sdo sinénimos (MACHOGU; MACHADO, 2018). A hipoxemia é
definida como uma condicdo na qual a tenséo (presséao) arterial de oxigénio (PaO.) esta abaixo
do normal, diz respeito a baixa concentracdo de Oz no sangue arterial, enquanto hipoxia é
definida como presenca de baixas quantidades de O ao nivel tecidual, ou seja, € concernente a
baixa disponibilidade ou insuficiéncia do suprimento de O para determinados tecidos ou 6rgéos
(CABOOQOT; ALLEN, 2014; MACHOGU; MACHADO, 2018; SUN; XIA, 2013).

A etiologia da hipdxia na AF é um processo complexo, multifatorial e intermitente
(MACHOGU; MACHADO, 2018). Embora ainda ndo totalmente compreendida, pode ser
decorrente tanto da condicdo de hipoxemia persistente, caracteristica comum dos pacientes
tanto em estado estacionério da doenga como em crise falcémica (CABOOT; ALLEN, 2014;
CHINAWA et al., 2013), como em virtude da anemia cronica continua, da baixa afinidade do
O pela Hb, da diminuicdo da capacidade de transporte de O, no sangue, do aumento da
demanda pelo O, do débito cardiaco corrente e da alteragdo na dindmica de distribuicdo do
fluxo sanguineo pelos tecidos e 6rgaos (HALPHEN et al., 2014; MACHOGU; MACHADO,
2018). O pH, temperatura do ambiente, dioxido de carbono e o difosfoglicerato (2,3-DPG)
também podem afetar a curva de dissociacdo de O e, portanto, a entrega de O aos tecidos
(MACHOGU; MACHADO, 2018).

Na AF, a hipoxia tem sido reconhecida como um marcador e preditor de gravidade,
estando associada as crises algicas e vaso-oclusivas, baixa concentracdo de Hb F, hemdlise
(HALPHEN et al., 2014; LI et al., 2017), STA, AVC, tromboembolismo arterial, priapismo,
aumento da ativacdo e adesdo celular (L-selectina, P-selectina, VCAM-1 (molécula de adeséo
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celular vascular), ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular) e leucotrieno B4), hipertensdo
pulmonar e disfungdo pulmonar progressiva (CABOOT; ALLEN, 2014; KIM et al., 2017,
SETTY et al., 2003; SUN; XIA, 2013).

Lesdes endoteliais adicionais podem resultar da isquemia-reperfusdo, apos a restauracéo
do fluxo sanguineo e reoxigenacdo dos eritrocitos e endotélio, com danos exacerbados pela
producéo de ERO e de mediadores pro-inflamatorios, aumento da emigragéo celular atraves do
endotélio, conversdo da xantina desidrogenase em xantina oxidase, ativacdo do fator nuclear-
kappa-p (NF-kB) e aumento da sensibilidade a dor, conferindo a AF a condicdo de estado
inflamatorio cronico e constante (ELTZSCHIG; CARMELIET, 2011; HALPHEN et al., 2014;
TAN et al., 2016).

Vale ressaltar ainda que, apos a hipoxia, o periodo de reoxigenacdo ativa mecanismos
de estresse de reperfusdo, os quais induzem o surgimento de danos oxidativos, inflamacéo,
estase em microvasos dorsais e adesdo vascular, coagulagéo, ativacdo endotelial, modulagéo
anormal do tdnus vascular e anormalidades hemorreoldgicas. Sendo assim, 0 estresse
Hipdxia/Reoxigenacdo ativa os principais fatores envolvidos na CVO da DF (ABDALLAH,
NASSAR; ABD-EL-SALAM, 2011; AUFRADET et al., 2013; NEMETH; FURKA; MIKO,
2014; TAN et al., 2016).

Ademais, a hemolise gerada por influéncia da hipoxia também induz uma diminuigéo
da biodisponibilidade de NO, a liberacdo de adenosina (que ira induzir a producéo de 2,3-DPG
e falcizacdo), liberacdo do grupo heme, sobrecarga de ferro e ferritina (KIM et al., 2017), bem
como o aumento da disfuncdo e dano endotelial, vasculopatia, ativacdo da coagulacéo,
inflamag&o e mais hipoxia (CHINAWA et al., 2013).

As consequéncias da hipoxia, em longo prazo, ainda ndo sao claras (HALPHEN et al.,
2014). No entanto, sabe-se que a extensdo da polimerizacdo da Hb S e da gravidade da AF é
proporcional ao grau e duracdo da desoxigenacdo da Hb, que faz com que o estresse hipoxico
cronico resulte em uma remodelacdo irreversivel da vasculatura e desenvolvimento de inimeros
outros processos fisiologicos e patoldgicos, como a angiogénese e inflamacéo, por exemplo
(KIM et al., 2017; MACHOGU; MACHADO, 2018). Tais transformac0es devem-se,
sobretudo, a fatores de transcri¢do induziveis por hipdxia, os quais regulam a expressao de uma
variedade de outros genes e, dessa forma, sdo capazes de induzir um vasto maquinéario de
expressao e atividade de proteinas celulares fisioldgicas e vitais ao individuo (KIM et al., 2017;
MACHOGU; MACHADO, 2018; TAN et al., 2016).

Outrossim, a hipoxia é capaz de induzir ainda uma resposta celular projetada para

aumentar a quantidade de O> fornecida ao tecido, enquanto altera outros processos celulares,
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como a producdo de trifosfato de adenosina (ATP) pela glicdlise anaerdbica, a proliferacdo
celular, metabolismo da glicose e morfologia celular, dentre outros; estando associada
diretamente a danos na molécula de DNA e ao desenvolvimento tumoral e cancerigeno em
numerosas neoplasias (KIM et al., 2017; Ll et al., 2017; TAN et al., 2016).

2.3.1 O Sistema HIF

A hipdxia, ou diminuicdo da concentracdo/disponibilidade de O, tem consequéncias
profundas para os tecidos de um organismo aerdbico e resulta na ativacdo de varias respostas e
mecanismos diferentes, tanto ao nivel celular quanto ao nivel de organismo como um todo
(ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014). Essas respostas incluem mudancas drasticas na
expressdao génica e producdo de proteinas celulares que permitem ao organismo (ou célula)
gerenciar, eficientemente, o estresse hipdxico e promover a preservacgdo celular (ou de um érgéo
ou tecido) e a conservacdo de energia para as suas atividades metabdlicas essenciais
(MASOUD; L1, 2015; ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

Tais alteracdes sdo empreendidas com o intuito de restaurar a oxigenacao ou propiciar
a adaptacao do organismo ao ambiente de hipdxia, sendo mediadas, principalmente, por uma
familia de fatores de transcricao labeis ao O, os fatores induziveis por hipdxia (HIF, do inglés,
hypoxia-inducible factor). Os HIF controlam uma variedade de processos fisiologicos,
desempenhando um papel critico na homeostase do O, (KAELIN; RATCLIFFE, 2008;
MASOUD; LI, 2015), tendo como seu principal membro, o gene HIF-/a (MASOUD; LI, 2015;
ZHANG et al., 2014).

Os HIF sdo uma familia de fatores de transcri¢do heterodiméricos, cujas proteinas ativas
sdo constituidas por duas subunidades: uma subunidade o e outra subunidade . Trés
subunidades a, denominadas HIF-1a, HIF-20 e HIF-3a, ja foram descritas em humanos, e todas
se ligam a uma subunidade p comum, denominada, alternativamente, HIF-1p3, ou translocador
nuclear do receptor de hidrocarboneto de arila (ARNT, do inglés, aryl hydrocarbon receptor
nucelar translocator) (KE; COSTA, 2006; MASOUD; LI, 2015; NATH; SZABO, 2012). O
HIF-1a é ubiquamente expresso em todo o organismo, enquanto a expressao do HIF-2a é mais
restrita para certos tecidos especificos, e ainda pouco se sabe sobre o HIF-3a (ELTZSCHIG;
CARMELIET, 2011; NATH; SZABO, 2012; ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

O HIF-1a é uma subunidade sensivel ao O2, cuja expressao é induzida sob condicGes de
baixa oxigenagdo, sendo considerado o principal regulador da resposta transcricional

homeostatica a hipoxia em todas as células e tecidos. Ele intervém, com exceléncia, no
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metabolismo, estresse e na adaptacdo dos tecidos a diminuicdo da disponibilidade de O2. Em
contraste, o HIF-1B ¢ constitutivamente expresso e ndo significativamente afetado pelo O>
(ELTZSCHIG; BRATTON; COLGAN, 2014; ZIELLO; JOVIN; HUANG, 2007).

Ambas as subunidades, HIF-1a ¢ HIF-1p, pertencem a familia de proteinas hélice-alca-
hélice basica, com dominio PAS (bHLH-PAS, do inglés, basic helix-loop-helix-Per-ARNT-
Sim) e juntas ativam a transcricdo de numerosos genes envolvidos tanto na sobrevivéncia como
na proliferacao celular (LIM et al., 2013; SEMENZA, 2009). Dentre os genes alvos que sofrem
mediacdo do HIF-/a, destacam-se o0s implicados em processos inflamatdrios, em
neovascularizacdo, eritropoiese, apoptose, autofagia, homeostasia epitelial, tdnus vascular,
metabolismo do ferro e formacéo do citoesqueleto (HAMMOND et al., 2014; NATH; SZABO,
2012; ORTMANN; DRUKER; ROCHA, 2014).

A figura 11 apresenta os principais genes alvos transcritos pelo gene HIF-1a.

Figura 11 — Genes ativados transcricionalmente pelo HIF-1a
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Em condigdes de normdxia, e na auséncia de outras perturbacbes metabolicas, o HIF-
la ¢ sintetizado e degradado constantemente através do sistema de ubiquitinagdo-proteossomal
26S (KAELIN; RATCLIFFE, 2008; SEMENZA, 2014). Logo ap0s a sintese da proteina HIF-
la, 0 processo de degradacdo € iniciado rapidamente pela presenca do Oz que ativa a enzima
prolil-hidroxilase (PHD), a qual hidroxila o HIF-1a nos residuos especificos de prolina, no
dominio de degradacdo dependente do oxigénio (ODD- oxygen-dependent degradation). A
hidroxilacao destes residuos promove a interacéo de alta afinidade entre HIF-1a e a proteina do
gene supressor de tumor, denominada de von Hippel-Lindau (VHL). A proteina VHL funciona
como um substrato de reconhecimento para um complexo ubiquitina ligase E3, que adiciona a
ubiquitina ao HIF-1a, marcando-0 para a degradagdo no proteossoma 26S, inibindo a sua agédo
(ELTZSCHIG; BRATTON; COLGAN, 2014; KAELIN; RATCLIFFE, 2008; KIM et al.,
2017).

Concomitantemente, a atividade de transcricdo do HIF-/a pode ser ainda inibida pela
acdo do fator de inibicdo do HIF-1, também chamado de FIH (do inglés, Factor Inhibiting HIF-
1), uma hidroxilase de asparagina, dependente de O, Fe (Il) e 2-oxoglutarato, que inibe o
recrutamento das proteinas coativadoras p300 e CBP (CREB (cyclic-AMP response element
binding protein) Binding Protein) e a fungéo das subunidades HIFa (FIGURA 12) (GIRGIS et
al., 2012; KAELIN; RATCLIFFE, 2008; TANAKA; NANGAKU, 2009).

Em condi¢des de hipdxia, ou perturbacGes no estado redox celular, as enzimas que
hidroxilizam os HIF-a tornam-se inativas e a proteina HIF-1a ¢ estabilizada e ndo degradada,
sendo translocada, entdo, para o nudcleo celular, onde forma um complexo funcional
heterodimero pela ligacdo com a subunidade B e coativadores especificos, CBP/p300
(HAMMOND et al., 2014; NATH; SZABO, 2012). Por conseguinte, o0 HIF-1a ativo se liga aos
elementos responsivos a hipdxia (HRE) na regido promotora dos genes alvo, podendo induzir
a transcricdo de aproximadamente 200 genes (FIGURA 12) (ELTZSCHIG; BRATTON;
COLGAN, 2014; KAELIN; RATCLIFFE, 2008). A vista disso, 0 HIF-1o. é considerado um
potencial marcador endogeno de hipdxia e doencas relacionadas ao défict de O2 (ORTMANN;
DRUKER; ROCHA, 2014).



53

Figura 12 — Esquema da regulagéo transcricional do HIF-7a em condigdes de normoxia
e hipdxia
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Em condigBes de normdxia, enzimas prolil-hidroxilases (PHDs) e fatores de inibicdo de HIF (FIH) utilizam o
oxigénio molecular como um cofator para a hidroxilacdo da subunidade HIF-1a em residuos de prolina e
asparagina, respectivamente. A hidroxilacdo dos residuos de prolina dentro do dominio de degradacéo
dependente de oxigénio (ODD) do HIF-1a medeia a ligagdo do supressor tumoral von Hippel-Lindau (VHL) e
promove a degradagdo do HIF-1a pelo sistema ubiquitina-proteossoma. Em hipdxia, quando os niveis de
oxigénio estdo diminuidos, PHDs e FIH sdo inibidas e ndo ocorre a degradacdo do HIF-1a que pode, entdo,
formar dimeros com a subunidade HIF-1pB e se translocar para o nucleo celular. Sua ligacdo a elementos
responsivos a hipdxia (HRE) nos promotores e acentuadores dos genes alvos permite a regulacdo da transcricao
génica.

2.3.2 Hipoxia e sinalizacdo HIF-1a na angiogénese fisiolégica e patolégica

Grande parte da morbimortalidade ndo infecciosa da AF é explicada por uma sindrome
de vasculopatia cronica, cuja patobiologia geral é extremamente complicada e heterogénea,
sendo responsavel por lesdes vasculopaticas em diversos 6rgéos, tais como: rins, baco, pénis,
corddo umbilical e cérebro (HEBBEL; VERCELLOTTI; NATH, 2009). No geral, além do
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desarranjo no fluxo normal do Oz e de nutrientes, as complica¢des clinicas resultantes nessas
areas sdo o0 acometimento de AVC isquémico, hipertensdo e arteriopatia pulmonares, trombose,
doenca renal cronica, auto-esplenectomia, priapismo, perda fetal, retardo de crescimento e até
0 surgimento de novos vasos sanguineos em resposta a hipoxia (HEBBEL; VERCELLOTTI;
NATH, 2009; MUNOZ-CHAPULLI, 2011).

A angiogénese, ou surgimento de novos capilares a partir de vasos sanguineos
preexistentes, ha muito tempo, é uma area ativa da pesquisa relacionada a tumores solidos. No
entanto, o interesse da comunidade cientifica hematolégica em estudar os fendmenos da
angiogénese comecgou apenas em 1997, quando um grupo de pesquisadores demonstrou que a
medula dssea de criangas afetadas por leucemia linfoblastica aguda continha um ndmero muito
maior de microvasos que a medula 6ssea de criangas saudaveis (DI RAIMONDO et al., 2001).
Antes desse periodo, observacbes escassas foram relatadas na literatura, demonstrando um
aumento da vascularizacdo na medula de individuos portadores de outras doencas
hematoldgicas, como policitemia vera, mieloma mdultiplo e mielofibrose, porém, tais
observacdes permaneciam isoladas e, aparentemente, sem associacdo (DI RAIMONDO et al.,
2001; THIELE et al., 1992).

A angiogénese é reconhecida como o processo de crescimento e remodelacdo pelo qual
um sistema vascular inicial é modificado para formar uma complexa rede ramificada frente a
um déficit de O, (COSTA; INCIO; SOARES, 2007). E observada em uma ampla variedade de
situacbes como constituinte fundamental de eventos bioldgicos heterogéneos, os quais
abrangem desde o desenvolvimento embrionario, reproducéo, reparo e cicatrizacéo de feridas,
até o crescimento de um tumor na vida adulta, por exemplo (DANESE et al., 2006; FONG,
2008; KIMURA et al., 2000; LOPES et al., 2014). Trata-se de um processo integrado de varias
etapas que envolve a proliferacdo e migracdo de células endoteliais, a degradacdo e
remodelacdo da matriz extracelular, a maturacdo funcional e anastomose dos ductos vasculares
recém-formados (COSTA,; INCIO; SOARES, 2007; KIMURA et al., 2000).

Fisiologicamente, a angiogénese é um processo fortemente regulado, resultante do
equilibrio de estimulos angiogénicos e angiostaticos, que funcionam de forma coordenada e
sinérgica para desenvolver vasos sanguineos funcionais e bem estruturados (COSTA; INCIO;
SOARES, 2007; KIMURA et al., 2000). Contudo, a angiogénese também pode ser considerada
como um processo prejudicial e patoldgico, fomentado pela manutencdo de um desequilibrio
angiogénico duradouro que pode causar uma disfuncdo tecidual grave, implicada ndo somente
na formacdo tumoral, mas também em uma variedade de doencgas ndo neoplésicas e

inflamatdrias, como retinopatias, artrite reumatoide, inflamagcdo das vias aereas, Ulceras
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pépticas, hemangiomas, doenca inflamatdria intestinal, endometriose, psoriase, aterosclerose,
doenca de Alzheimer e outras doencas inflamatdrias cronicas (COSTA; INCIO; SOARES,
2007; KIMURA et al., 2000; KROCK; SKULI; SIMON, 2011; LOPES et al., 2014).

Evidéncias sugerem que a angiogénese, a inflamacao cronica e as respostas celulares as
mudangas na tensdo do O, sdo codependentes (DANESE et al.,, 2006; ELTZSCHIG,;
BRATTON; COLGAN, 2014; LOPES et al., 2014). Conjuntamente a isso, varios estudos
ratificam a angiogénese como sendo, principalmente, uma resposta adaptativa a hipoxia
tecidual (FONG, 2008; KROCK; SKULI; SIMON, 2011; RODRIGUES et al., 2016;
WIGERUP; PAHLMAN; BEXELL, 2016), e a via de sinalizacao hipoxia/HIF-/«, o principal
mecanismo regulador da angiogénese (KROCK; SKULI; SIMON, 2011; RODRIGUES et al.,
2016; WIGERUP; PAHLMAN; BEXELL, 2016).

O HIF-1a desempenha papéis criticos tanto na angiogénese fisiolégica como na
patoldgica, estimulando considerdveis mecanismos de controle homeostatico que ligam o
suprimento de O a demanda metabolica no tecido local (HIROTA; SEMENZA, 2006).

Nas feridas ou injurias isquémicas, por exemplo, a lesdo capilar gerada induz um
ambiente hipdxico, e a oxigenacao alterada pode induzir resposta angiogénica reconstrutiva ou
reparativa, por meio da sinalizacdo HIF (HIROTA; SEMENZA, 2006; KROCK; SKULI,
SIMON, 2011; RODRIGUES et al., 2016).

J& nos tumores, a disponibilidade de Oz e nutrientes é limitada pela competicdo entre
células em proliferacéo ativa, e a difusdo de metabolitos é inibida pela alta presséao intersticial.
Em resposta a hipoxia intratumoral, o0 HIF-7a promove a transcricdo de genes estimuladores da
angiogénese para a formacdo de um novo suprimento sanguineo a partir da vasculatura
preexistente. Elevada expressdo de HIF-/a, portanto, esta associada a mau prognostico e
doenca metastatica em varios canceres, incluindo de cérebro, mama, célon, cabeca e pescoco,
figado, pulmao, pele e pancreas. Isso se deve em parte a resisténcia terapéutica, pois 0s tumores
hipoxicos sdo refratarios a radioterapia, uma vez que o O2 molecular também é necessario para
os efeitos citotoxicos da radiagéo ionizante. Adicionalmente a isso, a quimioterapia também é
ineficaz em tumores hipdxicos devido & ma distribuicdo de medicamentos pela rede vascular
(CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009; HIROTA; SEMENZA, 2006; KROCK; SKULI; SIMON,
2011).

A via hipéxia/HIF regula uma série de genes pro-angiogénicos que medeiam 0s
principais aspectos da biologia das células de suporte endotelial, estromal e vascular, sendo o
principal e mais estudado, porém ndo Unico, mediador angiogénico transcrito pelo HIF-/a, 0

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés, vascular endothelial growth factor)
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(AL-HABBOUBI et al.,, 2012; CARMELIET; JAIN, 2011; WIGERUP; PAHLMAN;
BEXELL, 2016).

Outros genes que promovem a neovascularizacdo tecidual e também podem ser
regulados positivamente pelo HIF-/«, incluem o fator de crescimento derivado de plaquetas-§
(PDGF-p), angiopoietina-1 e 2 (ANGPT), fator de estroma-la (SDF-1a), fator bésico de
crescimento de fibroblastos (bFGF) e fator de crescimento placentario (PIGF), dentre outros
(COSTA; INCIO; SOARES, 2007; KROCK; SKULI; SIMON, 2011; WIGERUP;
PAHLMAN; BEXELL, 2016). Tal amplitude de genes alvos pro-angiogénicos e de eventos
subsequentes, faz do HIF-/ao um ‘regulador mestre’ da angiogénese (KROCK; SKULI,
SIMON, 2011).

2.3.2.1 VEGF no contexto da hipoxia e anemia falciforme

O VEGF, fator de crescimento vascular mais potente e especifico, € o regulador
principal e o fator chave na angiogénese fisiologica e patoldgica humana (AL-HABBOUBI et
al., 2012; EMING; KRIEG, 2006). Embora seja regulado, principalmente, pela transcricdo do
HIF-/a, a expressdo do VEGF também pode ser estimulada através do controle transcricional
e da estabilidade do acido ribonucleico mensageiro (MRNA), induzidos por varios outros
fatores externos, incluindo fatores de crescimento, citocinas pré-inflamatérias, horménios,
estresse celular, oncogenes e biodisponibilidade de NO (AL-HABBOUBI et al., 2012; EMING;
KRIEG, 2006; KIMURA et al., 2000).

A proteina VEGF atua acoplando-se aos seus receptores de tirosina-quinase VEGFR-1
e VEGFR-2 para estimular as células endoteliais a produzirem metaloproteinases de matriz que
degradam a membrana basal e a matriz extracelular circundante. Como resultado, as células
endoteliais proliferam e migram para o intersticio, onde comecam a brotar. Posteriormente, 0s
pericitos proliferam e migram para os brotos recém-formados, revestindo 0s novos vasos. Além
disso, 0 gene VEGF também é o principal fator envolvido na mobilizagcdo de células
progenitoras endoteliais da medula Ossea para a circulacdo periférica e para os locais
angiogeénicos, onde se diferenciam e se integram a neovasculatura (COSTA; INCIO; SOARES,
2007; HIROTA; SEMENZA, 2006; KROCK; SKULI; SIMON, 2011; NILLESEN et al., 2007).

N&o obstante, evidéncias recentes tém associado alteragdes nas concentragdes de VEGF
em vaérias doengas, tais como enfisema pulmonar, retinopatia diabética, perda idiopatica
recorrente da gravidez, diferenciacdo tumoral e doencas inflamatorias (AL-HABBOUBI et al.,
2012; CARMELIET; JAIN, 2011; COSTA; INCIO; SOARES, 2007; GURKAN;



57

TANNVERDI; BASLAMISLI, 2005; KROCK; SKULI; SIMON, 2011; RODRIGUES et al.,
2016). Vale ressaltar que apesar de ser reconhecidamente considerada como uma doenca de
cunho inflamatério e de hipoxia, ndo ha muitos relatos na literatura sobre a AF e a participacdo
do VEGF nos mecanismos de sua fisiopatologia e tratamento. Entretanto, alguns estudos tém
demonstrado niveis elevados de VEGF e PIGF (membro da familia VEGF) em pacientes com
AF, e proposto uma correlacdo positiva entre a expressdo de VEGF e a patogénese das
complicacdes inflamatorias da AF, em particular das CVO e vasculopatias (AL-HABBOUBI
etal., 2012; GURKAN; TANRIVERDI; BASLAMISLI, 2005; RODRIGUES et al., 2016).

2.3.3 Hipodxia e instabilidade genética

A sobrevivéncia dos organismos e perpetuacdo das espécies depende da transmissdo
precisa de informagdes genéticas de uma célula-mé&e para suas filhas. Essa transmisséo fiel
requer ndo apenas extrema precisdo na replicacdo do DNA e precisa distribuicdo cromossémica,
como também a capacidade de sobreviver a danos espontaneos e induzidos ao DNA,
minimizando o nimero de mutacdes hereditarias (ZHOU; ELLEDGE, 2000).

O dano a integridade do material genético humano representa uma ameaca continua a
nossa capacidade de transmitir fielmente informagdes genéticas aos nossos filhos, bem como a
nossa propria sobrevivéncia (BORGES; LINDEN; WANG, 2008; CICCIA; ELLEDGE, 2010;
ZHOU; ELLEDGE, 2000). Desde a descoberta da estrutura do DNA, ha mais de 60 anos, 0s
notaveis mecanismos que preservam as informacbes genéticas codificadas pelo DNA e
garantem sua transmissdo auténtica atraveés das geracBes tém sido objeto de extensa
investigagdo. Para manter a integridade genémica, as células desenvolveram mecanismos de
vigilancia que monitoram a estrutura dos cromossomos e coordenam 0 reparo e a progressao
do ciclo celular para garantir que 0 DNA seja protegido contra danos induzidos por agentes
ambientais ou exdgenos (por exemplo, produtos quimicos, luz ultravioleta, radiagcdo) ou por
agentes enddgenos, gerados espontaneamente durante o metabolismo celular (por exemplo,
espécies reativas de oxigénio) (CICCIA; ELLEDGE, 2010; GATALICA et al., 2011; WU,;
MIYAMOTO, 2008).

As lesdes produzidas no DNA, se ndo forem corretamente reparadas, podem conduzir
ao acumulo de mutacGes em genes cruciais para 0 metabolismo e crescimento celular normais,
0s quais, quando desregulados, poderdo contribuir para a génese de diversas doengas
(BORGES; LINDEN; WANG, 2008; HOEIJMAKERS, 2009; PIRES et al., 2010a).
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As consequéncias biologicas de alteragdes quimicas e/ou estruturais na molécula de
DNA resultam, primariamente, dos possiveis efeitos de sua presenca durante reagdes
metabolicas normais as quais 0 DNA esta sujeito, especialmente na replicacéo e transcri¢do. A
replicacdo e transcricdo de DNA contendo lesbes pode induzir mutacGes pontuais (substituicao
ou delecdo de bases, insercdo ou exclusdo de codons de paradas de sintese proteica ou de sintese
de proteinas truncadas toxicas, por exemplo) que podem contribuir para a morte celular,
processos de carcinogénese, envelhecimento, doencas relacionas a senescéncia e
neurodegeneracdo (CROSBY et al., 2009; OLCINA; LECANE; HAMMOND, 2010).

Muitos estudos sobre as respostas de sinalizagdo induzidas por hipoxia se concentraram
no papel do HIF-/a e na angiogénese. Todavia, evidéncias também apoiam o conceito de que
a hipdxia pode conduzir e manter a instabilidade genética e um fendtipo mutador (BRISTOW,;
HILL, 2008; GATALICA et al., 2011; SWARTZ et al., 2002). Contudo, ainda pouco se sabe
sobre a relacdo exata entre reparo de DNA e instabilidade genética em células hipdxicas
(KUMARESWARAN et al., 2012).

Sendo um componente chave dos tumores solidos, a hipdxia pode impulsionar a
sobrevivéncia, progressdo e metastase do cancer através de seu impacto na integridade
genbmica e transcricdo de inumeros genes relacionados a fisiologia e metabolismo celular.
Além disso, também pode induzir novas alteragcdes moleculares e promover e/ou exacerbar um
fendtipo maligno, em muitos casos, pela acéo do fator de transcricdo HIF-/a (GLAZER et al.,
2013; KUMARESWARAN et al., 2012). Outrossim, muitos genes também sdo ativados ou
suprimidos sob estresse hipoxico, por meio de mecanismos independentes do sistema HIF
(GLAZER et al., 2013).

A instabilidade genética pode surgir em funcéo da resisténcia mediada pela hipdxia a
apoptose e a diminuicdo do reparo do DNA, levando a possiveis taxas aumentadas de
mutagénese e alteracdo da biologia da cromatina. Isso pode ser particularmente verdadeiro nas
células em proliferacdo que se adaptaram a baixos niveis de O e continuam a proliferar, mesmo
no contexto de reparo comprometido da molécula do DNA (BRISTOW; HILL, 2008).

H4 evidéncias crescentes de que, na tentativa de se adaptar as situacfes de hipdxia, as
células reprimem processos celulares que envolvem alto consumo de energia. Sob condic¢Ges
hipdxicas, muitos componentes essenciais das vias de reparo do DNA demonstram estar
reprimidos (HAMMOND et al., 2014; PIRES et al., 2010b). Entretanto, estima-se que cada
célula de nosso organismo pode sofrer até 10° lesBes espontineas diariamente
(HOEIJIMAKERS, 2009), e para combater essas ameagas, a via de resposta a danos no DNA
precisa estar muito bem preparada e exequivel para detectar os provaveis danos ao DNA e o
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estresse na replicacdo, e traduzir essas informagdes a célula para influenciar um arsenal de
ferramentas enziméticas capazes de remodelar e reparar o0 DNA e evitar alteracdes
desnecesséarias e potencialmente deletérias em sua estrutura (CICCIA; ELLEDGE, 2010;
GLAZER et al., 2013).

A resposta celular ao dano no DNA pode ser, entdo, dividida em trés partes
fundamentais: detectar o tipo de dano (ativacdo de checkpoints (verificacdo) de ciclo celular),
ativar as vias de sinalizacdo do dano no DNA e reparar o dano (BENCOKOVA et al., 2009;
WU; MIYAMOTO, 2008).

Alguns pesquisadores tém demonstrado que as vias de sinalizacdo de dano no DNA séo
iniciadas tanto em resposta a hipoxia quanto em resposta a reoxigenacdo apds hipoxia
(AUFRADET et al., 2013; BENCOKOVA et al., 2009). Quando uma célula atinge um nivel
de hipoxia que induz a parada de replicacdo, ela também entra em um estado em que é dificil
manter os niveis normais de proteinas, e a energia precisa ser reservada. A transcrigdo e
transducéo global sdo reprimidas nessas tensdes de O.. A consequéncia indesejavel disso é que,
se uma célula se torna reoxigenada, como, por exemplo, ap6s melhora do fluxo sanguineo, ela
pode sofrer severos danos induzidos por ERO geradas durante a reoxigenacdo, porém, essa
célula ndo possui 0 mecanismo adequado e disponivel para repard-la (BENCOKOVA et al.,
2009; GLAZER et al., 2013).

Os ciclos de hipoxia-reoxigenacdo, além de gerarem ERO capazes de causarem danos
ao DNA da célula (especialmente em decorréncia da reoxigenacdo), de induzirem mutagénese,
quebra nas fitas de DNA e comprometerem funcionalmente as vias de reparo do DNA, também
estdo associados a amplificacdo de genes e a replicacdo excessiva de DNA, embora 0s
mecanismos pelos quais eles ocorram ainda ndo tenham sido totalmente compreendidos
(BRISTOW; HILL, 2008; GLAZER et al., 2013). Essas alteracfes genéticas podem ativar ainda
mais oncogenes ou inativar genes supressores de tumores, dando origem a um fenétipo mutador
obscuro e sem precedentes (CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009; GLAZER et al., 2013;
HOEIJMAKERS, 2009).

A resposta aos danos no DNA induzida por hipdxia € distinta das vias classicas
induzidas por agentes genotoxicos exogenos (irradiacdo, produtos quimicos, etc.),
principalmente devido a falta de dano detectdvel ao DNA (no caso da hipoxia), em muitos
casos, como também devido a repressdo concominante do reparo do DNA (BRISTOW; HILL,
2008; KUMARESWARAN et al., 2012; OLCINA; LECANE; HAMMOND, 2010).
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2.3.3.1 Mecanismos de reparo de dano ao DNA

O reparo do DNA é realizado por uma infinidade de atividades enzimaticas que
modificam quimicamente o DNA para reparar 0s danos existentes em sua estrutura. Participam
desta tarefa de reparo, enzimas como as nucleases, helicases, polimerases, topoisomerases,
recombinases, ligases, glicosilases, desmetilases, quinases e fosfatases. Essas ferramentas de
reparo devem ser reguladas com precisdo porque cada uma por si s pode causar estragos na
integridade do DNA se for mal utilizada ou tiver permisséo para acessar 0 DNA no momento
ou local inadequados (CICCIA; ELLEDGE, 2010).

Evolutivamente, foram selecionadas vérias estratégias para tolerar ou reparar danos
causados no material genético celular. Os mecanismos de reparo do DNA sdo geralmente
divididos em cinco categorias, com subdivisdes em muitas delas de acordo com o tipo de leséo
que foi acometida a fita de DNA. Destacam-se, dentre eles, o reparo por excisdo de bases
(BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER), reparo por erro de emparelhamento (MMR),
recombinacdo homologa (HR) e a juncdo de extremidades ndo homdlogas (NHEJ) (GLAZER
et al., 2013; HAMMOND et al., 2014; OLCINA; LECANE; HAMMOND, 2010; ZHOU,;
ELLEDGE, 2000). Entretanto, tais mecanismos demonstram ser menos eficazes em condigdes
hipoxicas, sugerindo que uma resposta geral a hipoxia € a restricdo do reparo do DNA, através
de maquinismos variados que incluem papéis para 0 HIF-/a, micro-RNAs e modificacGes
epigenéticas (GLAZER et al., 2013; HAMMOND et al., 2014; LESZCZYNSKA et al., 2016;
OLCINA; LECANE; HAMMOND, 2010).

Em geral, 0 mecanismo de reparo de danos no DNA é uma via de transducéo de sinal,
cujas proteinas envolvidas atuam como sensores, transdutores e efetores de respostas as lesdes
no DNA (BENCOKOVA et al., 2009; ZHOU; ELLEDGE, 2000). Apesar de nos referirmos a
esse processo como um caminho, ele é descrito com mais precisdo como uma rede de caminhos
interconectados que, juntos, executam a resposta ao dano (ZHOU; ELLEDGE, 2000). As
proteinas sensoras, que detectam inicialmente alteracdes na estrutura do DNA e iniciam o
processo de sinalizacdo, ainda ndo sdo completamente conhecidas, mas evidéncias mostram
que o complexo MRE11 — RAD50 — NBS1 (MRN), complexo Rad9-Radl-Husl, ATRIP
(ATR-interacting protein), a poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e a proteina quinase
dependente de DNA (DNA-PK) tém sido propostos como sensores de danos ao DNA
(KUMARESWARAN et al., 2012; WU; MIYAMOTO, 2008; ZHOU; ELLEDGE, 2000).

Sabe-se que a quebra da dupla fita do DNA (DNA-DSB, do inglés, double-strand

breaks) esta entre as lesdes mais danosas que podem desafiar a integridade gendmica, e seu
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reparo depende principalmente das vias HR e NHEJ (CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009;
CUADRADO et al., 2006; KUMARESWARAN et al., 2012; LESZCZYNSKA et al., 2016).
Uma vez presente no DNA, se a DNA-DSB néo for imediatamente reparada, ou for reparada
incorretamente, pode resultar em delecdes cromossémicas, translocacdes, amplificacOes,
aneuploidias e instabilidade genética (KUMARESWARAN et al., 2012).

Apesar do fato dos ciclos de hipdxia/reoxigenacdo estarem associados tanto com a
inducdo de danos de DNA-DSB quanto com a repressao do reparo e diminui¢éo da sensibilidade
a apoptose, pouco se sabe sobre os efeitos potenciais da hipdxia continua na deteccdo e
processamento do DNA-DSB in vivo. De modo igual, ainda é muito escasso o conhecimento
da real contribuicdo da hipdxia aguda vs cronica em individuos humanos, bem como essas
informacBes podem alterar a resposta a terapia clinica em patologias com um microambiente
dindmico, como é o caso da AF (CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009; KUMARESWARAN et
al., 2012).

Concomitante a identificacdo desse tipo de lesdo (DNA-DSB), uma cascata de
sinalizacdo rapida deve ser coordenada no local do dano, levando a ativacdo de checkpoints do
ciclo celular e/ou apoptose, que, por sua vez, ajudam a recrutar e ativar as duas principais
quinases capazes de transducgéo de sinais de dano ao DNA (CICCIA; ELLEDGE, 2010; WU;
MIYAMOTO, 2008). Neste contexto, a ataxia telangiectasia mutada (ATM, do inglés, ataxia
telangiectasia mutated) e ataxia telangiectasia e Rad3 relacionados (ATR, do inglés, ataxia
telangiectasia and Rad3 related) sdo as primeiras moléculas de sinalizacdo conhecidas por
iniciar a cascata de transducdo em locais de danos (CUADRADO et al., 2006; WU;
MIYAMOTO, 2008).

2.3.3.2 ATM e ATR no contexto da hipdxia e anemia falciforme

A ATM e ATR sdo membros da familia de proteinas- Fosfatidilinositol 3-quinase
relacionada a quinases (PIKK) e s@o consideradas proteinas centrais para todas as respostas a
danos no DNA, atuando no desencadeamento da cascata de fosforilagcdo e transducdo e na
coordenacdo de checkpoints do ciclo celular (CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009; CUADRADO
et al., 2006; KUMARESWARAN et al., 2012).

Vale a pena ressaltar que, atualmente, entende-se como checkpoint do ciclo celular, a
via regulatoria que além de controlar a capacidade das células de interromperem o ciclo celular
em resposta a algum dano no DNA, permitindo tempo para o reparo, também demonstra

controlar a ativacao das vias de reparo, a composic¢ao e o comprimento da cromatina telomérica,
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0 movimento das proteinas de reparo para os locais de dano ao DNA, a ativacao de programas
transcricionais, bem como a inducdo de morte celular por apoptose (ZHOU; ELLEDGE, 2000).

Embora um terceiro membro PIKK, a proteina DNA-PK, também possa fosforilar certas
proteinas de resposta a danos ao DNA em virtude de DNA-DSB, sua a¢ao parece mais restrita
ao local da ruptura e ndo na coordenacéo de uma resposta celular global (CUADRADO et al.,
2006).

A exposicdo a hipoxia/reoxigenacdo pode induzir danos a molécula do DNA ou causar
estresse de replicacdo que, por sua vez, dara inicio a uma resposta a danos no DNA que inclui
a ativacgdo/sinalizagdo mediada por ATM e ATR (OLCINA; LECANE; HAMMOND, 2010),
resultando em paradas do ciclo celular nas fases S e G2. Porém, evidéncias também atribuem a
hipdxia prolongada, a parada do ciclo celular na fase G1 (BRISTOW; HILL, 2008; CHAN;
KOCH; BRISTOW, 2009; CUADRADO et al., 2006; HAMMOND et al., 2014). Essa ativa¢do
pode ocorrer mesmo na auséncia de danos no DNA e pode depender do nivel de Oz ou tipo de
célulaenvolvida (BENCOKOVA et al., 2009; CUADRADO et al., 2006; KUMARESWARAN
etal., 2012).

Uma vez ativadas, a ATM e ATR fosforilam um vasto numero de proteinas efetoras a
jusante, como as quinases Chkl e Chk2, e seus homdlogos (que regulam a parada do ciclo
celular, reparo de DNA, apoptose, transcri¢cdo de genes e senescéncia) (HAMMOND et al.,
2014; PIRES et al., 2010a; WU; MIYAMOTO, 2008; ZHOU; ELLEDGE, 2000), a histona
H2AX (BENCOKOVA et al., 2009; KUMARESWARAN et al., 2012) e o gene supressor de
tumor p53 (que pode levar a apoptose induzida por hipéxia) (HAMMOND et al., 2014;
LESZCZYNSKA et al., 2016).

Os genes ATM e ATR também podem ser ativados em resposta ao tratamento
farmacoterapéutico com agentes estressores de replicacdo, como a hidroxiuréia (HU) e
afidicolina (HAMMOND; GIACCIA, 2004; KUROSE et al., 2006; WU; MIYAMOTO, 2008).
Vale salientar, todavia, que a HU é o principal medicamento utilizado para o tratamento de
pacientes com AF e também € um quimioterapico antitumoral, potencialmente inibidor da
ribonucleotideo redutase, enzima essencial para a sintese de novas cadeias de DNA,
interrompendo, portanto, a replicacdo do DNA na fase S do ciclo celular e tendo seu uso
também associado a danos de DNA-DSB (ANSARI; GAVINS, 2019; KUROSE et al., 2006;
PICCIN et al., 2019).
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2.4 Diagnostico, triagem e prevencao

Sendo a AF uma doenca relacionada a uma alteracdo na molécula de Hb, a sua
identificacdo e diagnostico sdo relativamente simples, ja que a Hb é a proteina mais abundante
presente no sangue humano e existirem confidveis técnicas capazes de detectar a presenca da
Hb S e outras variantes (NAIK; HAYWOOQD, 2015; WARE et al., 2017).

Os objetivos e métodos de diagnostico da doenca variam de acordo com a idade do
individuo. Em geral, podemos dividir os testes de investigacdo, de forma didatica, conforme
quatro periodos que se sobrepdem: preconcepc¢do (ou pré-marital), pré-natal, neonatal e pds-
neonatal (KATO et al., 2018; LOBITZ et al., 2018).

Segundo Hoppe (2013), os testes de preconcepcao sdo destinados a identificar
potenciais pais assintomaticos, cuja descendéncia estaria em risco de ser acometida de DF.
Técnicas laboratoriais usadas para testes de preconcepcdo sao métodos basicos de rotina de
quimica proteica que permitem a separacao de espécies de Hb, de acordo com sua estrutura
proteica. Estes testes incluem a eletroforese de Hb, cromatografia liquida de alta performance
(HPLC- High performance liquid chromatography) (HOPPE, 2013; WARE et al., 2017) e a
focalizacdo isoelétrica (que permite a separacdo de moléculas, de acordo com seu
comportamento como acidos e bases fracas, através de seus distintos pontos isoelétricos)
(BERTHOLO; MOREIRA, 2006).

O diagnostico pre-natal € um procedimento geralmente seguro, mas invasivo, e é
oferecido durante a gravidez precoce a casais que tiveram resultado positivo na triagem de
preconcepc¢do. Ele requer amostras de DNA fetal obtidas a partir de andlise de vilosidades
coribnicas realizada com 09 (nove) semanas de gestacdo (HOPPE, 2013). Técnicas ndo
invasivas de diagndstico pré-natal estdo sendo desenvolvidas, mas ainda estdo sendo
aprimoradas. Essas novas técnicas podem detectar o DNA fetal na circulacdo materna em até 4
semanas de gestacdo. Para 0s casais, cujos testes na preconcepcao tenham dado positivo para
Hb S, e optam pela fertilizacdo in vitro, também podem dispor da triagem genética pré-
implantacdo para se identificar embries sadios e em risco, antes da transferéncia para a
placenta materna (TRAEGER-SYNODINQOS, 2017).

A triagem neonatal para as doencas falciformes é realizada ao nascimento, antes que 0s
sintomas comecem a aparecer, utilizando, para isso, metodologias de analise da proteina de Hb
(KATO et al., 2018; NAIK; HAYWOOD, 2015; BRASIL, 2002a). Dois tipos de programas de

triagem neonatal tém sido utilizados: a triagem seletiva de bebés de pais de alto risco (triagem
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direcionada) e a triagem universal (LOBITZ et al., 2018; PIEL et al., 2013; ROBITAILLE;
DELVIN; HUME, 2006).

Enquanto a triagem direcionada leva em conta a ancestralidade do RN, sendo restrita a
bebés cujas familias parenterais sdo de origens de grupos étnicos “de risco”, a triagem universal
é oferecida a toda a populacéo de RN, independentemente das origens familiares (LOBITZ et
al., 2018). Ao compararmos os dois tipos de triagem neonatal supracitados, a designada
‘universal’ possui mais vantagens custo-efetivas, uma vez que esta identifica mais RN com
doencas e, consequentemente, previne mais mortes (PIEL et al., 2013; ROBITAILLE;
DELVIN; HUME, 2006).

De acordo com Vichinsky et al. (1988), em areas sem programas de triagem neonatal,
o diagnostico inicial da AF ocorre aproximadamente aos 21 meses de idade, em decorréncia do
aparecimento das primeiras manifestacfes clinicas da doenca, geralmente, uma infec¢éo fatal
ou uma crise aguda de sequestro esplénico. Ainda segundo 0s mesmos pesquisadores, 0
diagndstico precoce, acompanhado de profilaxia com penicilina e educacdo familiar, reduz a
mortalidade nos primeiros 05 (cinco) anos de vida de 25% para menos de 3%.

A exigéncia de testes pds-neonatais para AF é influenciada por varios fatores que afetam
0 conhecimento da populacdo em geral sobre seu estado de portador da Hb S ou ndo. Tais
fatores incluem a eficiéncia regional de rastreamento dos programas de triagem neonatal, a
imigracdo de pacientes de risco ndo testados anteriormente, principalmente pela globalizacéo
dos fluxos migratérios, e 0 acesso a resultados neonatais em pacientes idosos (LOBITZ et al.,
2018; NAIK; HAYWOOD, 2015; BRASIL, 2002a). A HbAS, por exemplo, é uma condicdo
benigna e ndo uma doenca, mas também é um fator de risco para complica¢des graves incomuns
(NAIK; HAYWOOD, 2015).

Com a finalidade inicial da prevencdo de doenca mental em RN, a triagem neonatal,
criada nos Estados Unidos, a partir da década de 50, é uma acao preventiva que permite rastrear
e detectar diversas patologias logo ao nascimento, sendo realizada por meio do ‘teste do
pezinho’ em populagdo com idade de O (zero) a 30 dias (preferencialmente entre 0 2° e 0 7° dia
de vida) (BRASIL, 2002b).

No Brasil, a triagem neonatal — Teste do Pezinho — foi incorporada, pelo Governo
Federal, ao Sistema Unico de Satde (SUS) no ano de 1992, pela Portaria GM/MS n.° 22, de 15
de janeiro de 1992, com uma legislacdo que determinava a obrigatoriedade do teste em todos
0os RN vivos, porém, incluia apenas a investigacdo da fenilcetondria e hipotireoidismo

congénito (BRASIL, 2002b). Todavia, em 2001, o Ministério da Saide empenhou-se na
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reavaliagdo da Triagem Neonatal no SUS, o que culminou na publicagdo da portaria GM/MS
n. 822, criando o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) (BRASIL, 2002b).

Dentre os principais objetivos da implantacdo do PNTN brasileiro, frisam-se a
ampliacdo da cobertura de patologias triadas, incluindo agora a deteccdo precoce de outras
doencas congénitas como as DF, outras hemoglobinopatias e a fibrose cistica; a busca da
cobertura universal do programa e a definicdo de uma abordagem mais ampla da questéo,
determinando que o processo de triagem neonatal envolva varias outras etapas, desde a
realizacdo do exame laboratorial, deteccdo precoce de patologias, a busca ativa dos casos
suspeitos, a confirmacdo diagndstica, o tratamento e acompanhamento multidisciplinar
especializado dos pacientes e ainda a criacdo de um sistema de informacgdes que permita
cadastrar todos os pacientes em um banco de dados nacional (BRASIL, 2002b).

Dados de 2017 relatam que apesar de 0 PNTN esteja disponivel para todos os 26 estados
brasileiros, a cobertura de assisténcia a populacdo ainda é altamente variavel, oscilando, por
exemplo, entre a abrangéncia de quase 100% dos hospitais no estado de Minas Gerais, € cerca
de apenas 55% dos hospitais no estado do Amapéa (KATO et al., 2018).

A legislacédo brasileira, conforme decretos e portarias que criaram e sustentam o PNTN,
garantem o auxilio ao diagnostico e todo suporte apos ele, ndo somente ao individuo acometido
pela AF, mas também ao individuo que ¢é portador do traco falciforme, cabendo a este receber
igualmente toda orientacdo e informacgdes relevantes a sua condicao genética, e ter disponivel

0 aconselhamento genético para si e seu conjuge, se assim o desejar.

2.5 Estratégias terapéuticas

N&o obstante a AF ter sido mencionada pela primeira vez ha mais de um século e dos
notaveis avangos na compreensao de sua complexa base fisiopatoldgica, grandes disparidades
ainda séo observadas no desenvolvimento de terapias para tratar e cuidar do paciente, em
relacdo as outras patologias, especialmente em decorréncia ao limitado investimento da
industria farmacéutica e ensaios clinicos marginais (ANSARI; GAVINS, 2019).

Apesar da descoberta da natureza molecular da doenca e dos vastos e consideraveis
danos aos 0rgaos e sistemas por ela ocasionados, as op¢des de tratamento ainda sdo limitadas e
nenhum medicamento especifico para o seu tratamento fora desenvolvido, até entdo; sendo
utilizados medicamentos de uso em outras doencas, essencialmente, apenas para aliviar os
sintomas e/ou para tentar evitar complicagdes mais graves (ANSARI et al., 2018;
NASCIMENTO-JR; MELO, 2012).
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No entanto, intervengfes terapéuticas diversas tém sido aplicadas com um resultado
animador, onde o diagnoéstico precoce da doenca, bem como os avangos nos cuidados médicos
gerais e 0 uso de opcdes terapéuticas vigentes, tem induzido estudos mais abrangentes com
diversas substancias e promovido melhorias substanciais tanto na expectativa de vida como no
bem-estar dos pacientes (GARDNER et al., 2016). Medidas educacionais e preventivas, como
a antibioticoprofilaxia durante a inféncia, a rotina de imunizagdes e vacinagdo precoces contra
pneumococos e hepatites virais e a utilizacdo de medicamentos para o0 manejo da crise dolorosa
aguda com analgesia e hidratacdo adequadas, tais como o &cido fdlico, anti-inflamatérios e
analgésicos, tém sido introduzidos e utilizados com éxito na padronizacdo de protocolos de
cuidado ao paciente falciforme (GARDNER et al., 2016; KATO et al., 2018; STEINBERG,
2008).

A expectativa de vida melhorou significativamente em paises de alta renda nos Gltimos
40 anos. Em 1973, por exemplo, a expectativa de vida de um paciente com AF era de apenas
14 anos (CLASTER; VICHINSKY, 2003). Atualmente, com os avan¢os no manejo da doenca
e instalacdo de hospitais-dia, a perspectiva de sobrevida destes pacientes pode atingir, em
média, 49 anos (com variacao de 44,9 — 68,6 anos), com percentual de sobrevida maior entre
as mulheres que nos homens (MAITRA et al., 2017). Entretanto, a expectativa de vida desses
pacientes ainda é reduzida em mais de 2 décadas em relagéo a populacdo em geral (GARDNER
et al., 2016) e os cuidados de rotina e emergéncia para individuos com AF tém grandes custos
financeiros, a qualidade de vida se deteriora com frequéncia durante a vida adulta e os efeitos
sociais e psicologicos da doenca em individuos afetados e seus familiares permanecem
subestimados (ANIE, 2005).

Além disso, a maioria desses avangos ndo atingiu paises de baixa renda, e muitos desses
pacientes encontram elevada limitacdo de acessibilidade até mesmo aos medicamentos mais
basicos e paliativos para a analgesia ou hidratacdo, como no caso de muitos paises da Africa,
onde a porcentagem de disponibilidade de medicamentos para o tratamento chega préximo a
zero (ANIE, 2005; KATO et al., 2018; WEATHERALL, 2010).

De acordo com Almeida (2011), as estratégias terapéuticas utilizadas e desenvolvidas
para o tratamento da AF sdo baseadas em trés pontos fundamentais: o primeiro seria diminuir
a concentragao intracelular de Hb S com agentes que ativem a sintese de Hb F ou que impegam
a falcizacdo do eritrocito; o segundo, seria diminuir 0os eventos de adesdo celular e,
consequentemente, a vaso-ocluséo; e o terceiro ponto seria reduzir o processo inflamatério e o

estresse oxidativo.
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2.5.1 Opcodes terapéuticas vigentes

As opcdes terapéuticas atuais para o tratamento da AF ainda sdo extremamente limitadas
(TORRES; CONRAN, 2019; TSHILOLO et al., 2019). Além da prevencao de episodios vaso-
oclusivos e de complicacOes falciformes agudas e cronicas, como STA e lesdo de érgdos, o
principal desafio continua sendo o manejo da dor aguda que afeta a maioria dos pacientes e
pode resultar em hospitalizacbes constantes e incapacitacdo para atividades didrias basicas
(TORRES; CONRAN, 2019).

As trés principais terapias aceitas mundialmente e que, de fato, modificam o curso da
AF sdo a hidroxiuréia (HU), a transfusdo de eritrécitos (transfusdo sanguinea) e o transplante
de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) (KATO et al., 2018; TORRES; CONRAN, 2019).
Embora seu uso ndo seja ainda tdo difundido, recentemente, foi aprovado o uso da L-Glutamina
para o tratamento da AF, porém, muitos de seus estudos clinicos ainda nao foram divulgados
(ANSARI; GAVINS, 2019; TORRES; CONRAN, 2019) e a acreditacdo solidificada pelos

profissionais de salde e pacientes ainda precisa ser alcancada com mais afinco.

2.5.1.1 A Hidroxiuréia, ‘padrao ouro’ de tratamento

A hidroxiuréia (HU, ou hidroxicarbamida) é, até o presente momento, 0 avan¢o mais
importante no tratamento do paciente com AF e considerada a mais promissora dentre as
terapias disponiveis que, efetivamente, tem forte impacto na melhora da qualidade de vida dos
pacientes (MATTE et al., 2019; PICCIN et al., 2019).

Trata-se de um agente quimioterapico sintetizado em 1869, na Alemanha, por Dresler e
Stein (DRESLER; STEIN, 1869), porém, apenas um século apds, mais especificamente em
1967, este medicamento foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) norte-
americano para o tratamento de doencas neoplasicas, e, nos anos subsequentes, para 0
tratamento de pacientes com leucemia mieloide cronica, psoriase, doencas reumaticas e
policitemia vera, dentre outras (STEVENS, 1999). Em 1998, passou a fazer parte do arsenal
terapéutico para pacientes falciformes, sendo aprovada pelo FDA e introduzida nos protocolos
de conduta para manejo da AF (MATTE et al., 2019; TORRES; CONRAN, 2019). Em 2007,
foi aprovada para tal finalidade pela European Medicines Agency (EMeA), vindo a ser o Gnico
medicamento, até o momento, aprovado pelas duas maiores agéncias reguladoras de
medicamentos do mundo para o tratamento da doenca (MATTE et al.,, 2019; TORRES;
CONRAN, 2019). No Brasil, a portaria de n° 872, de 06 de novembro de 2002, do Ministério
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da Saude, aprovou a introdug¢do da HU no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o
Tratamento da Doenca Falciforme (CANCADO et al., 2009), tornando-se, tanto nas diretrizes
nacionais como nas internacionais, o ‘padrdo ouro’ de tratamento para pacientes com DF
(LUZZATTO; MAKANI, 2019; MATTE et al., 2019).

A constatacdo de que valores aumentados de Hb F previnem vérias complicacdes da AF
fez com que a HU despertasse o interesse de muitos pesquisadores. Embora 0 seu mecanismo
de acdo ainda ndo esteja totalmente elucidado, este medicamento possui a habilidade de
aumentar a sintese intraeritrocitaria de Hb F, o que reduz a polimerizacdo da Hb S e, dessa
maneira, as crises dolorosas de vaso-oclusdo, os eventos hemoliticos, a ocorréncia de STA e,
possivelmente, 0s eventos neuroldgicos agudos (LOUREIO; ROZENFELD, 2005;
LUZZATTO; MAKANI, 2019; TSHILOLO et al., 2019).

Evidéncias sugerem que o mecanismo pelo qual a HU induz a producdo de Hb F deve-
se ao fato deste medicamento possuir a¢do citostatica e promover o blogueio da sintese do DNA
pela inibicdo da ribonucleotideo redutase, mantendo as células em fase S do ciclo celular
(BALLAS, 2018; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018; TORRES; CONRAN, 2019).
Entretanto, muitos pacientes em tratamento apresentam melhora clinica mesmo antes de um
aumento significativo da concentracdo de Hb F, ou até mesmo nem sofrem alteracdo em sua
concentracgéo, sugerindo que a indugdo de Hb F, isoladamente, ndo pode explicar todo o efeito
benéfico do tratamento e que outras acfes do medicamento possam estar envolvidas
(CANCADO et al., 2009; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018; TSHILOLO et al, 2019).

Sabe-se, contudo, que a HU também atua induzindo um aumento na concentracao de
Hb total e volume corpuscular médio (VCM), além de promover reducdo no nimero de
reticulécitos, plaquetas e leucécitos e na viscosidade sanguinea. Dessa maneira, 0 uso da HU
estd associado a um melhor estado de hidratacdo eritrocitaria e reducdo da rigidez celular e de
eventos hemoliticos e oclusivos (CANCADO et al., 2009; MATTE et al., 2019).

A figura 13 apresenta alguns mecanismos de acéo e células alvo que envolvem os efeitos
da HU.
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Figura 13 - Mecanismo de acdo envolvendo os efeitos benéficos da Hidroxiuréia na anemia
falciforme

Fonte: Adaptado de Ware (2010).

(1) Induz a sintese de hemoglobina fetal no compartimento eritrocitario e altera a cinética eritrocitéria; (2)
promove citotoxicidade medular e diminuigdo na contagem de neutréfilos e reticulécitos; (3) diminui a expresséo
de moléculas de adesdo e a adesividade celular, e melhora a reologia dos neutrofilos e reticuldcitos circulantes,
com subsequente diminuicdo de danos endoteliais; (4) Induz a macrocitose e hidratacdo eritrocitaria que
promovem a reducéo da falcizagéo intracelular e hemdlises; (5) aumenta a biodisponibilidade de éxido nitrico,
com potencial vasodilatacao local e melhora da resposta vascular.

Outra resposta favoravel deste medicamento tem sido a diminuicdo da expressdo de
moléculas de adesao, e proteinas receptoras, na superficie de eritrocitos, plaquetas, leucocitos
e células endoteliais, com consequente reducdo da adesdo celular e de obstrucbes vasculares
(PICCIN et al., 2019; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018). Além disso, a HU promove
a reducdo de interacdes de hipercoagulabilidade, modula mecanismos inflamatorios e aumenta
a sintese e biodisponibilidade de NO pela ativacdo da guanilil ciclase, visando a producéo de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (CANCADO et al., 2009; MATTE et al., 2019;
TORRES; CONRAN, 2019).
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Pelo exposto, podemos depreender que a HU reduz significativamente a incidéncia de
CVO, dores agudas e STA (PICCIN et al., 2019; TORRES; CONRAN, 2019), minimiza o
numero de admissdes hospitalares, tempo de internacdo e a necessidade de transfusbes
sanguineas (BALLAS, 2018; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018). A HU também esta
associada a redugdo da incidéncia e gravidade da dactilite e da doenga cerebrovascular
progressiva, alem de demonstrar, de maneira contundente, prevenir danos em 06rgéos-alvo,
induzir sobrevida prolongada dos pacientes e reducdo no nimero de Gbitos decorrentes de
complicacdes da AF (CANCADO et al., 2009; KATO et al., 2018; MATTE et al., 2019).

A HU possui o beneficio de ser de administracdo oral, disponivel em cépsulas de 500
mg ou em formulagBes liquidas pediatricas (FERNANDES, 2017). E de rapida absorcéo,
atingindo nivel plasmatico maximo entre 20-30 minutos, em respondedores rapidos, e em cerca
de 60 minutos, em respondedores lentos. Apresenta uma meia-vida plasmatica de trés a quatro
horas, sendo metabolizada no figado e excretada por via renal (80%) (CANCADO et al., 2009;
SMITH et al., 2018). A dose recomendada varia de 15-30 mg/Kg/dia, ndo devendo exceder a
dose maxima tolerada (DMT) estimada em 35 mg/Kg/dia, para individuos adultos (BRAWLEY
et al., 2008; CANCADO et al., 2009; LANZKRON et al., 2008; SMITH et al., 2018). Ensaios
controlados randomizados demonstraram que 85-90% dos pacientes infantis sdo capazes de
tolerar bem uma DMT de aproximadamente 20 mg/dia (FERNANDES, 2017).

O tratamento deve ser de, pelo menos, dois anos e mantido por tempo indeterminado,
de acordo com a resposta laboratorial e evolucdo clinica do paciente, exceto no periodo
gestacional e puerperal. Importante considerar que cerca de 25% dos pacientes ndo apresentam
melhora com HU e, portanto, nestes casos, o tratamento deve ser descontinuado (CANCADO
et al., 2009). Também é imprescindivel uma monitoragdo laboratorial (hemograma, contagem
de reticuldcitos e plaquetas, sorologias: hepatites B e C e HIV, dosagens de uréia, bilirrubinas
e transaminases hepaticas, creatinina, LDH, etc.) antes de iniciar o tratamento e durante o
mesmo, a fim de obter a DMT individual, avaliar a resposta do quadro clinico do paciente e
monitorar o estresse hematopoiético imposto pelo medicamento (BRAWLEY et al., 2008;
CANCADO et al., 2009; SMITH et al., 2018).

Diferentes estudos identificaram maultiplos fatores envolvidos na néo resposta benéfica
do tratamento com HU por alguns pacientes, cuja principal limitacdo elencada, além de raz0es
farmacogendmicas, é a baixa adesdo de pacientes adultos a terapia, destacando-se dentre 0s
principais motivos: (1) a cronicidade do tratamento; (2) razGes socioecondmicas; e (3) barreiras
de adesdo relacionadas a transi¢éo do sistema pediatrico para o cuidado adulto (KATO et al.,
2018; MATTE et al., 2019).
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Normalmente, o efeito do tratamento comega a ocorrer dentro de semanas; entretanto,
certos mecanismos celulares especificos, como diminuigdo da contagem de leucdcitos e sintese
de Hb F, podem levar até 6 meses para serem significativamente perceptiveis e induzirem
alteracdes clinicas esperadas (FERNANDES, 2017).

Contudo, apesar de ser considerada o marco no tratamento e modulag&o clinica da AF,
sabe-se que o uso da HU esta implicado em respostas terapéuticas individuais e diferenciadas,
bem como com possiveis efeitos adversos, o que nos faz pensar em uma cuidadosa e constante
avaliacdo da relacdo riscos-beneficios de sua administragio (TELEN; MALIK;
VERCELLOTTI, 2018; TORRES; CONRAN, 2019; SMITH et al., 2018).

Conforme Cancado et al. (2009), toda e qualquer acao indesejada deve ser valorizada,
e dentre os possiveis efeitos adversos relacionados a administracdo da HU, citam-se:

» Neurologicos: letargia, cefaleia, tonturas, desorientacdo e alucinacdes (raras).

» Gastrointestinais: estomatite, anorexia, nduseas, voémitos, diarreia e constipacao.

» Dermatolégicos: erupcao maculopapular, eritema facial e periférico, alopecia, pele seca,
hiperpigmentacdo da pele e unhas, ulceracdo da pele ou agravamento de Ulcera ja
existente.

Renais: elevacdo dos niveis séricos de uréia e creatinina.
Hepaticos: elevacdo das aminotransferases.
Reprodutivos: oligospermia, azoospermia.
Mielotoxicidade.

Efeito teratogénico (confirmado apenas em animais).

Hiperesplenismo (em criangas).

YV V.V V V VYV V

Outros: edema, febre, calafrios, mal-estar, astenia.

Uma das maiores desvantagens subjacentes ao uso da HU é sua toxicidade em varios
casos, sobretudo em decorréncia de especulacbes de possiveis efeitos adversos pelo uso
prolongado do farmaco, no que tange a atividade citotdxica, teratogénica e carcinogénica
(FERNANDES, 2017; NEVITT; JONES; HOWARD, 2017).

Sendo um agente especifico que interfere diretamente no ciclo celular, permanece
conflitante e controversa a questdo de sua eficacia e seguranca, em longo prazo, com alguns
estudos atribuindo danos ao DNA em individuos expostos, enquanto outros relatam baixa
mutagenicidade in vivo, com frequéncia de alteracbes cromossomicas semelhantes as
encontradas em individuos saudaveis (FRIEDRISCH et al., 2008; JUUL et al., 2010;
LANZKRON et al., 2008; PEDROSA et al., 2014; SANTOS et al., 2011). Uma recente revisao

da COCHRANE (centro de revisdes sitematicas de ensaios clinicos randomizados) concluiu
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que ha, atualmente, evidéncias insuficientes dos beneficios a longo prazo da HU, no que diz
respeito & prevencdo de complicaces cronicas da doenca (NEVITT; JONES; HOWARD,
2017; TORRES; CONRAN, 2019).

Todavia, apesar dos provaveis efeitos adversos ja referidos, a HU é considerada um
medicamento seguro, de facil controle, cujos efeitos adversos e mielossupressores séo
facilmente detectaveis e reversiveis com a suspensdo de seu uso. Sendo assim, Varios
pesquisadores tém se manifestado a favor do uso deste medicamento, salientando que 0s riscos
relacionados as complicacdes secundarias da AF sao muito mais elevados e graves que 0s riscos
relacionados aos efeitos adversos da HU (CANCADO et al., 2009; LANZKRON et al., 2008;
LUZZATTO; MAKANI, 2019; TSHILOLO et al., 2019).

2.5.1.2 Transfusdo sanguinea

Sabe-se que a AF esta associada a uma série de complicagdes clinicas, desde episddios
frequentes de CVVO agudas até sequestro esplénico e AVC, para cujas severidades, transfusdes
de componentes sanguineos sao, muitas vezes, salva-vidas e, portanto, tornam-se a base do
tratamento e principal conduta da DF, com mais de 90% dos adultos recebendo pelo menos 01
(uma) transfusdo sanguinea em suas vidas (FERNANDES, 2017; WARE et al., 2017).

As transfusdes de eritrocitos podem ser administradas por transfusdo simples ou de
troca. A transfusdo de troca é preferencialmente realizada por eritrocitoferese automatizada,
mas também pode ser realizada manualmente, enquanto que, as transfusbes simples séo
administradas em unidades (1-3 unidades para adultos) ou em volume (10-20 mL/kg para
criangas) (CHOU; FASANO, 2016). A deciséo de usar transfuséo simples ou de troca depende
de necessidades clinicas especificas e da disponibilidade de recursos, incluindo equipamentos
de aférese e suporte técnico capacitado, suprimento adequado de unidades doadoras antigeno-
negativas e um acesso venoso central apropriado (CHOU; FASANO, 2016).

Transfusdes de troca tém sido um metodo tradicional de terapia da doenca desde
algumas décadas, especialmente para 0s casos que incluem os perigos da hipoxemia ou acidose
(BUCKLE; PRICE; WHITMORE, 1969), para os quais a transfusdo de troca parcial pode ser
recomendada tanto para pacientes adultos, criancas e gravidas (FERNANDES, 2017).

Transfusdes sanguineas séo dadas agudamente, pela técnica de transfuséo simples, para
beneficios imediatos, melhorar a capacidade de transporte de Oz e do fluxo microvascular,

reduzindo, assim, o numero de eritrocitos falcizados circulantes, crise anémica grave, lesbes
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agudas endoteliais, danos inflamatdrios em 6rgdos e como profilaxia pré-operatéria (KATO et
al., 2018; WARE et al., 2017).

Ja a terapia transfusional cronica pode ser usada para prevenir ou tratar complicacfes
clinicas associadas a AF, pela substituicdo de eritrdcitos falcizados rigidos por células
deformaveis normais, usando transfusGes mensais simples ou de troca (CHOU; FASANO,
2016; TORRES; CONRAN, 2019; WARE et al., 2017). Infartos cerebrais recorrentes, AVC,
CVO dolorosas, STA, sequestro esplénico, hiper-hemdlise, aplasia transitéria das células
sanguineas, hipertensao pulmonar, dentre outros, sdo exemplos de indicagdes preventivas ou de
conduta de tratamento com transfusGes sanguineas para adultos e criangas com AF (CHOU,;
FASANO, 2016; FERNANDES, 2017; KATO et al., 2018 ).

Apesar de seus beneficios comprovados, as transfusdes apresentam complicacfes que
podem restringir o seu uso devido a riscos a curto ou a longo prazos e em virtude de varios
efeitos adversos potenciais, que incluem: sobrecarga de ferro, hemossiderose, aloimunizagéo
(resposta imune a antigenos estranhos que estdo presentes no sangue do doador), reacdes
transfusionais hemoliticas, sindrome de hiperviscosidade, complicacdes hemorragicas,
tromboembolismo, cirrose e risco de infec¢des virais (FERNANDES, 2017; KATO et al., 2018;
TORRES; CONRAN, 2019; WARE et al., 2017).

2.5.1.3 Transplante de células-tronco hematopoiéticas

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) é atualmente a Unica terapia
curativa disponivel para a AF (FERNANDES, 2017; TORRES; CONRAN, 2019), sendo
estimado que cerca de 2.000 (dois mil) individuos com AF ja tenham sido submetidos ao
transplante alogénico de células-tronco, com taxa de sobrevida superior a 90% (GLUCKMAN
etal., 2017; KATO et al., 2018; WALTERS et al., 2016). No entanto, a acessibilidade ao TCTH
é limitada a apenas uma pequena propor¢cdo de pacientes, devido, principalmente, a: (1)
dificuldade de doador familiar com antigeno leucocitario humano (HLA- human leukocyte
antigen) compativel; (2) toxicidades associadas ao condicionamento mieloablativo; (3)
vasculopatia inflamatoria; (4) alto custo; (5) complicacBes generalizadas e (6) falta de
disponibilidade fisica e técnica em hemocentros (ANSARI; GAVINS, 2019; MATTE et al.,
2019).

O primeiro caso de sucesso de transplante de medula 6ssea (TMO) foi relatado, em
1984, em uma crianga com AF que havia desenvolvido leucemia mieldide aguda (JOHNSON

et al., 1984). Apesar de uma serie de resultados subsequentes bem sucedidos, altas taxas de
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mortalidade em pacientes com mais de 16 anos de idade e a dificuldade em obter doadores HLA
compativeis limitaram o potencial do TMO (FERNANDES, 2017), o qual, nos ultimos tempos,
vem recuperando o foco terapéutico gracas aos regimes de condicionamentos melhorados
(menos toxicos), as variantes de transplante de células tronco como o transplante de sangue do
corddo umbilical, as possiveis associa¢fes com as terapias genéticas, bem como ao surgimento
de registros globais para detectar a disponibilidade de doadores compativeis mais facilmente
(FERNANDES, 2017; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).

Os primeiros resultados com regimes experimentais de condicionamento de intensidade
reduzida (quimioterapia pré-transplante para remover ou suprimir a medula 6ssea do receptor,
criando espago para o enxerto de doadores e a hematopoiese) tém sido muito encorajadores
(SARAF et al., 2016), induzindo um estado de quimerismo entre as células do paciente e do
doador e baixa taxa de mortalidade ou de doenca do enxerto (FERNANDES, 2017; SARAF et
al., 2016).

Alguns estudos inovadores vém sendo realizados com transplantes envolvendo doadores
haploidénticos (que compartilham 50% dos antigenos HLA com o receptor), e podem permitir
gue um maior numero de pacientes com AF se qualifiquem para o TMO, porém a taxa de
rejeicdo do enxerto ainda € consideravel e alguns pacientes apresentaram reversao para a doenca
com o passar do tempo (FERNANDES, 2017; SARAF et al., 2016).

2.5.2 Novas abordagens de tratamento e perspectivas de conduta

A fisiopatologia da AF envolve variados processos, interligados e interdependentes, que
afetam ndo somente os eritrécitos, mas todas as células sanguineas, a vasculatura, endotélio, 0s
tecidos e 6rgdos adjacentes e multiplas vias bioldgicas.

A oclusdo vascular e a hemdlise estdo inter-relacionadas, amplificando-se mutuamente
e promovendo a producao de uma miriade de mediadores bioldgicos, os quais sofrem interacGes
adesivas e estimulos mutuos que, por sua vez, induzem a uma lentid&@o do transito microvascular
e a uma condigdo de hipdxia local. Estes eventos, adicionados & baixa deformabilidade dos
eritrocitos falciformes, instigam o aumento da desoxigenacdo intracelular, a polimerizag&o,
falcizacéo, a adeséo celular e novos episodios de vaso-oclusdo (EATON; BUNN, 2017).

Os danos de isquemia-reperfusdo, provavelmente, ocorrem em todos os Orgédos de
pacientes com AF (TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018) e sdo alimentados continuamente
por estimulos pro-inflamatorios e pro-oxidantes, resultantes de interagcdes entre os diversos

tipos de células. Alteragdes na hematopoiese, ativacdo da cascata de coagulacdo, liberacéo de
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citocinas e substancias oxidantes, aumento da expressdo de moléculas de adesédo, reducdo da
biodisponibilidade do NO e a ativacdo e disfuncdo endotelial se propagam e acabam
estimulando novos eventos, que culminam em lesdes e faléncia de diversos 6rgaos e sistemas
(HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018; PICCIN et al., 2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,
2019).

Dada a complexidade fisiopatoldgica, multiplas abordagens terapéuticas tém sido
investigadas visando diferentes aspectos dos mecanismos desencadeantes do quadro clinico da
doenca, dentre os quais, destacam-se: agentes que induzam a Hb F, agentes antifalcizacéo,
agentes anti-inflamatdrios, antiestresse oxidativo, moduladores de danos de isquemia-
reperfusdo, terapias antitromboéticas e terapias antiplaquetarias (HEBBEL; VERCELLOTTI,
2018; MATTE et al., 2019; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018).

A figura 14 ilustra as principais vias fisiopatologicas da AF e as oportunidades para as

terapias alvo.

Figura 14 - Vias da fisiopatologia da anemia falciforme e oportunidades para a terapia
direcionada
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Fonte: Adaptado de Telen; Malik e Vercellotti (2018).
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2.5.2.1 Terapia genética

Terapias genéticas (ou terapias génicas), incluindo abordagens de edi¢do gendmica,
representam promissoras alternativas terapéuticas para a AF, onde o TCTH, aut6logo e
manipulado, para pacientes sem doador de medula 6ssea compativel, poderia potencialmente
ser usado para elevar a producédo de Hb F, inibir a polimerizag&o de Hb S ou transferir um gene
de B-globina substituido ou geneticamente corrigido para o paciente (LIU et al., 2002; RIBEIL
etal., 2017; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018).

A nova abordagem da terapia genética utiliza a medula 6ssea para isolar células-tronco
com posterior incubagdo, ex vivo, com vetores de lentivirus contendo um gene especifico
adicional. Apos o tratamento com quimioterapia mieloablativa, o paciente recebe re-infuséo das
células-tronco autdlogas modificadas que, entdo, repovoam a medula e expressam 0 NOVo gene.
As abordagens atuais adicionam genes que codificam B-globinas antifalciformes (por exemplo,
AT87Q, AS3) ou que codificam a Hb F, projetados para producdo apenas em progenitores
eritrdides (CANVER; ORKIN, 2016; CAVAZZANA et al., 2015).

Além da adicdo de genes, abordagens envolvendo correcdo génica para inducdo de Hb
F estdo em estagios pré-clinicos de investigacdo, bem como as que visam o silenciamento ou
supressdo do BCL11A, um fator transcricional que inibe potentemente a expressao de globina.
Técnicas de edi¢do, ou correcdo, de genoma como o looping de cromatina forgado (para reverter
a troca de globina) e o desenvolvimento de técnicas CRISPR (do inglés Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), que permitem a substituicdo precisa de uma regido
especifica do DNA, também estdo em andamento e poderdo ser executadas no futuro (POLI;
ORANGE, 2017; RIBEIL et al., 2017).

Diferentes estudos clinicos sobre terapia genética em AF estdo em andamento em varios
paises, desde meados da década de 90 (KATO et al., 2018), e trardo um forte impacto positivo
como uma nova ferramenta terapéutica potencial para corre¢do, ou cura, de um defeito na
molécula de Hb (LIU et al., 2002; RIBEIL et al., 2017). No entanto, tendo em vista os desafios
técnicos, econdmicos e €ticos, parece muito improvavel que essas novas terapias sejam
amplamente utilizadas em curto prazo (PIEL; STEINBERG; REES, 2017). A longo prazo, é
provavel que os altos custos permanegcam como uma barreira importante a sua disponibilidade,

particularmente entre os pacientes e regides menos favorecidos economicamente.
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2.5.2.2 Terapia de micronutrientes e a L-Glutamina

A descoberta da terapia com micronutrientes abriu, de fato, novas linhas no
empreendimento terapéutico para a AF, uma vez que, em razao da abrangente fisiopatologia da
doenca, diversos estudos multidisciplinares tém sido iniciados em todas as partes do mundo,
com o objetivo de entender os efeitos dos micronutrientes, ou a falta desses, sobre os sintomas
e gravidade da doenca (DEKKER et al., 2012; FERNANDES, 2017).

Em um estudo focado na abordagem nutricional, Dekker et al. (2012) atestaram haver
uma associacdo entre determinadas caracteristicas da AF, tais como: baixa estatura dos
pacientes, alta suscetibilidade as infeccdes, episddios recorrentes de dor e danos irreversiveis a
Orgdos, com o estado nutricional dos pacientes, demonstrando que a deficiéncia em
micronutrientes aumenta a suscetibilidade a esses eventos e que uma suplementacdo adequada
de aminoécidos e outras substancias e capaz de reduzir os efeitos dessas complicagdes.

Os pacientes com AF podem sofrer de um suprimento nutricional limitado devido a uma
diminuicdo na ingestdo, assimilacdo e/ou absorcdo de nutrientes, a danos na mucosa intestinal
ou em decorréncia de uma circulacao hiper-dinamica e alteracdo do metabolismo, assim como,
pelo aumento na taxa da excrecdo renal e da demanda por folatos e outras vitaminas resultante
da répida destruicdo dos eritrocitos (DEKKER et al., 2012; MANDESE et al., 2015).

Evidéncias sugerem que alguns micronutrientes, como: acidos graxos (ex.: dmega-3),
minerais (ex.: folatos, magnésio e zinco), vitaminas (ex.: Bs, B12, C, D e E), aminoacidos e
acido fdlico, encontram-se em concentracdes inadequadas em pacientes falciformes, sendo,
dessa forma, a terapia de micronutrientes, um alvo de grande interesse para pesquisas e manejo
de conduta, com a finalidade de melhorar o bem-estar do paciente e reduzir a ocorréncia de
episddios dolorosos (DEKKER et al., 2012; FERNANDES, 2017; MANDESE et al., 2015).

A suplementacdo de zinco, por exemplo, esta associada a um aumento significativo na
estatura média de criancas que fizeram uso por um periodo de 01 (um) ano, quando comparado
a outro grupo de criancas sem a suplementacdo (ZEMEL et al., 2007). Em estudos com
pacientes adultos, foi observada uma associacdo da suplementacdo de zinco com a reducéo de
ocorréncias de infecces, inclusive as respiratorias, e eventos inflamatdrios (BAO et al., 2008).

Recentemente, no ano de 2017, a L-glutamina foi aprovada pelo FDA para uso em DF,
sendo-lhe atestado a capacidade de reduzir complicacdes agudas da AF, tanto em pacientes
adultos como em criancgas, a partir de 5 anos de idade, (recomendado dose de 5-15 g por via
oral, duas vezes ao dia) (ANSARI; GAVINS, 2019; TORRES; CONRAN, 2019).
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A L-glutamina é um aminodcido envolvido no transporte de nitrogénio, na regulagéo da
homeostase acido-base e na sinalizacdo catabodlica, além de ser um substrato gliconeogénico,
em certos tecidos, e necessario a sintese de outros aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos,
nucleotideos e hexosaminas (MORRIS et al., 2017; QUINN, 2018). De particular interesse para
0 tratamento de pacientes com AF, a glutamina é um precursor para a sintese de arginina,
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e glutationa, substancias estas que protegem 0s
eritrocitos do dano oxidativo e mantém o ténus vascular (PICCIN et al., 2019; QUINN, 2018).

A L-glutamina age como um importante antioxidante, melhorando o potencial redox da
NAD dos eritrocitos (sabidamente reduzido na AF), e tem a propriedade de reduzir a adeséo de
eritracitos falciformes as células endoteliais e a frequéncia de CVO (MORRIS et al., 2017;
NIIHARA et al., 2005). Adicionalmente a isso, recentemente foi demonstrado que, durante a
eritropoiese tardia, a glutamina endégena pode contribuir com a biossintese do heme, por
fornecer carbonos para a succinil-CoA (BURCH et al., 2018), e seu uso esta associado a
diminuicdo no numero de hospitalizacbes por dores falciformes e incidéncia de STA,
independentemente do uso de HU (NIIHARA et al., 2018).

Todavia, em nenhum estudo realizado houve melhorias significativas nos niveis de Hb,
hematdcrito ou contagem de reticulécitos, e 0 uso desta substancia em individuos com
insuficiéncia hepatica ou renal deve ser feito com atenta monitoracdo, uma vez que tais
pacientes ndo foram incluidos no estudo de fase I11. Ademais, muitos dos resultados dos estudos

clinicos ainda ndo foram oficialmente publicados (NIIHARA et al., 2018).

2.5.2.3 Abordagens farmacoterapéuticas baseadas na fisiopatologia da doenga

Um consideravel nimero de novas modalidades terapéuticas preventivas, bem como
ensaios de compostos existentes, que visam um ou mais dos mecanismos que contribuem para
o desenvolvimento da doenca, estdo atualmente em estudos de fase Il ou fase 111 (FIGURA 15),
com esmera diligéncia em melhorar o prognoéstico geral da AF, bem como reduzir ou tratar sua

manifestacao cardeal, a vaso-ocluséo (TELEN, 2016).
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Figura 15 — Abordagens terapéuticas para a anemia falciforme, baseadas em sua fisiopatologia
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A figura indica estratégias terapéuticas promissoras e terapias especificas (candidatas) que estdo sendo ativamente pesquisadas,
bem como as duas terapias farmacoldgicas ja aprovadas (hidroxiuréia e I-glutamina). Os agentes que visam melhorar as varias
consequéncias da falcizagdo dos eritrocitos sdo mostrados na metade superior da figura, e os agentes e abordagens que
potencialmente curam a doenga falciforme sdo mostrados na metade inferior da figura. HoF: hemoglobina fetal; HLA: antigeno

leucocitario humano.

Até o momento, trés dos principais candidatos a farmacos para tratamento da AF estdo

em fase final de desenvolvimento - Crizanlizumab, Rivipansel e Voxelotor — e tém mostrado

efeitos positivos, tanto na presenga como na auséncia de HU (TELEN; MALIK;

VERCELLOTTI, 2018). O crizanlizumab, por exemplo, ¢ um anticorpo monoclonal

humanizado que se liga a P-selectina na superficie das células endoteliais e plaquetas,

bloqueando a interagdo célula-célula (ATAGA et al., 2017). De igual agdo antiadesdo, o

rivipansel esta sendo testado como inibidor de pan-selectina para se prevenir e reduzir a duracéo
de episddios de vaso-ocluséo e dores falciformes (KATO et al., 2018; WARE et al., 2017).

Dada a diversidade de alvos terapéuticos e farmacocinética de farmacos potenciais,

ensaios de novas terapias, voltadas ao tratamento de pacientes com AF, tém se concentrado em

uma variedade de diferentes resultados que podem desenvolver abordagens combinacionais
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eficazes para gerir complicagbes agudas dolorosas, prevenir eventos falciformes (tais como:
CVO, STA e AVC) e tratar ou encurtar intercorréncias clinicas em curso (ANSARI; GAVINS,
2019; KATO et al., 2018; TELEN, 2016).

A curto prazo, a identificacdo de formas de melhorar o uso de terapias comprovadas,
como a HU e 0 TCTH, é o caminho mais rapido para melhorar o manejo da doenca. No entanto,
permanecem questdes importantes ainda a serem elucidadas sobre a eficacia a longo prazo da
HU, formas de melhorar a adesdo a terapia, a ndo responsividade a terapia por parte de muitos
pacientes e o possivel desenvolvimento de resisténcia a antibacterianos em alguns pacientes
com AF. Devido a complexidade da doenca e ao leque de possiveis complica¢des, uma
abordagem de multiplas drogas provavelmente serd usada, muito em breve, com maior
conviccdo por profissionais de saude (KATO et al., 2018; TELEN, 2016). Contudo, o
desenvolvimento de medicamentos seguros € um processo demorado; assim, as intervencoes
com multiplas drogas, provavelmente, estardo disponiveis apenas a médio ou longo prazo, e
uma abordagem mais criteriosa e personalizada serd de grande magnitude para maximizar o
tratamento e qualidade de vida do individuo com AF.

As tabelas 2, 3 e 4 resumem algumas das abordagens farmacoldgicas atuais e de ensaios

clinicos em aberto (vigentes).
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Tabela 2 — Agentes farmacoldgicos antifalcizacao, indutores de hemoglobina fetal e anti-inflamatorios

Agentes Terapéuticos Propriedades

Agentes antifalcizacdo e indutores de Hb F

Hidroxiuréia Aumenta expressdo da Hb F. Multiclasse

Voxelotor (GBT-440) Estabiliza a Hb S na conformag&o oxi-Hb, inibindo polimerizacéo
Decitabina Aumenta expressao da Hb F. Inibidor da DNA metiltransferase 1
Pomalidomida Aumenta expressdo da Hb F

Pidolato de magnésio Melhora a hidratagéo celular

SCD-101 ou NIX-0699 (Niprisan) Inibidor da polimerizacéo da Hb S. Curva Oxi-Hb. (fitoquimico)
CO (MP4CO e PEG-bHb-CO) Forma Hb-CO; previne falcizagdo; agente anti-inflamatorio
Senicopac Inibidor do Canal de Gardos. Melhora a hidratacéo celular
Sanguinate Melhora os niveis de oxigénio nos tecidos

Acido hidroxamico suberoilanilida (vorinostat) ~Aumenta expressdo da Hb F. Inibidor de HDAC. Antioxidante

Metformina Inducdo de FOXO3, porém mecanismo de inducéo de Hb F em células
eritréides humanas é desconhecido

Derivados de vanilina Diminui a polimerizagao da Hb S, aumentando a afinidade da HbS pelo
oxigénio

Agentes anti-inflamatorios

Regadenoson Agonista seletivo dos receptores de adenosina A2A. Modula células
Natural Killer T invariantes

Omega 3 Mantém a bicamada lipidica e a composicédo fosfolipidica da
membrana. Protege contra vasculopatias

Estatinas Up-regulacdo de eNOS, reduz mediadores inflamatorios e expressdo de
moléculas de adeséo

Propanolol Blogueia a adrenalina e a vaso-oclusdo induzida por TNF e molécula
de adesdo de células basais

Poloxamer 188 Melhora a reologia vascular. Multiplos mecanismos. Agente antiadesdo

Etanercept Bloqueia TNF

Sulfassalazina Inibicdo de NF-«xB

Sulfato de magnésio (MgSO4) Atividade vasodilatadora multimodal, anti-inflamatéria e analgésica

Inibidores de leucotrieno Bloqueia leucotrienos

Cdrcuma (acafrdo) Diminui citocinas inflamatérias; aumenta antioxidantes

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

CO, monoxido de carbono; Hb, hemoglobina; Hb F, hemoglobina F; Hb S, hemoglobina S; HDAC, histona desacetilase; MP4CO,
carboxi-hemoglobina peguilada; PEG-bHb-CO, carboxi-hemoglobina bovina peguilada; eNOS, 6xido nitrico sintase endotelial; UFC,
fator de necrose tumoral; NF-xB, fator nuclear kappa beta.

Ref.: (ANSARI; GAVINS, 2019; MATTE et al., 2019; TELEN, 2016; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018; WARE et al, 2017).



82

Tabela 3 — Agentes farmacoldgicos antiadesdo, antioxidantes e moduladores de danos de isquemia-
reperfuséo

Agentes Terapéuticos Propriedades

Agentes antiadeséo

Rivipansel Inibidor da pan-selectina com atividade mais forte contra a E-
selectina

Crizanlizumab Inibidor da P-selectina

Sevuparin Heparinoide que bloqueia a P-selectina, L-selectina,
trombospondina, fator de von Willebrand e fibronectina

Heparinas ndo sulfatadas Bloqueia P-selectina e possivelmente outros ligantes adesivos

Beta-bloqueadores Previne ativacdo dos receptores de adesdo de eritrocitos

ICAM4, Lu/ BCAM e CD44
Agentes antioxidantes e moduladores de danos de isquemia-reperfusdo

L-Glutamina Aumenta os niveis de NADH

Alopurinol Inibe a xantina oxidase

Oxido nitrico (inalagao) Homeostase do dxido nitrico. Vasodilatador; antioxidante;
antiadesdo; antitrombatico

Sildenafil Inibicdo da fosfodiesterase 5 (PDE5); eleva o cGMP

L-arginina Substrato do 6xido nitrico

N-acetilcisteina Eleva sulfidrilas; antioxidante

Riociguat Ativa guanilil ciclase soluvel

Trimidox e quelantes de ferro Depura o excesso de ferro. Quelante de ferro

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

ICAM, molécula de adesdo intercelular; Lu / BCAM, molécula de adesdo basocelular luterana; NAD, nicotinamida adenina
dinucleotideo; cGMP, guanosina monofosfato ciclico.

Ref.: (ANSARI; GAVINS, 2019; ATAGA et al., 2017; MATTE et al., 2019; NIIHARA et al., 2018; TELEN, 2016; TELEN;
MALIK; VERCELLOTTI, 2018; WARE et al., 2017).
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Tabela 4 — Agentes farmacoldgicos antiplaquetarios, anticoagulantes e érgaos-especificos

Agentes Terapéuticos Propriedades

Agentes antiplaquetarios

Prasugrel Reduz ativagdo e agregacao plaquetéaria via ADP
Antagonista do receptor P2Y12 ADP

Aspirina AINE; Inibidor da prostaglandina sintase e agregacao
plaquetaria

Piroxicam AINE; inibe a sintese de prostaglandinas e
agregacao plaquetaria

Eptifibatide Acdo antiplaquetaria via GPIIb / llla

Agentes anticoagulantes

Varfarina, dicumarol e acenocumarol Antagonistas da vit K; inibem a producdo de fatores pro-
coagulantes I1, VI, IX e X, e anticoagulantes (proteinas C e S)

Heparina Antitrombina

Rivaroxabana e apixabana Inibidores do fator Xa

Dabigatran e Dalteparin Inibidores da trombina

Agentes orgaos-especificos

Losartan Inibe o receptor de angiotensina; reduz albuminuria
Inibidores da ECA (como lisinopril, Reduz a albuminuria e retarda a progressdo de outras
enalapril e captopril) nefropatias

Bosentan Antagonista do receptor de endotelina

Varespladibe Inibe a fosfolipase A2 secretora

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
ADP, adenosina difosfato; AINE, anti-inflamatdrio ndo esteroidal; GP, glicoproteina plaquetéria.
Ref.: (ANSARI; GAVINS, 2019; MATTE etal., 2019; TELEN, 2016; TELEN; MALIK; VERCELLOTTI, 2018; WARE etal., 2017).
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3 RELEVANCIA

Sabe-se que a AF é uma doenca hemolitica cronica e hereditaria, caracterizada por
eventos que envolvem vaso-oclusdes recorrentes e severos danos de isquemia-reperfusao, cujas
principais manifestacGes clinicas sdo anemia, dor e faléncia de mdltiplos 6rgéos, com
consideravel espectro de gravidade e morbimortalidade (LOPES et al., 2014).

Sendo a hipoxia o gatilho primordial para a falcizacdo da Hb, € também a responsavel
pelo desencadeamento das manifestacbes clinicas da AF, das quais muitos aspectos
fisiopatolégicos e moleculares permanecem ndo compreendidos e com elevada heterogeneidade
entre os pacientes (BALLAS, 2018; KATO et al., 2018). Ao mesmo tempo, é reputado a hipdxia
a condicdo de agente transformador da fisiologia celular de distintas e numerosas maneiras, e
de vérias patologias, capaz de promover profundas mudancas no metabolismo, crescimento e
sobrevivéncia celular, na susceptibilidade a apoptose, na indugéo da angiogénese, instabilidade
genética e no desenvolvimento de mutagenicidade e neoplasias (GLAZER et al., 2013; TAN et
al., 2016).

Um estado pré-angiogénico e de tdnus antiapoptético para células endoteliais,
anormalmente aumentado, podem estar associados a AF e esta condi¢do pode estar envolvida
em varios aspectos clinicos da doenca, incluindo, em particular, a incidéncia de retinopatia
proliferativa, remodelamento irreversivel da vasculatura, danos oxidativos, hipertensdo
pulmonar, Ulceras nas pernas, condi¢cdes inflamatorias cronicas e Sindrome de Moyamoya.
Além disso, numerosos mediadores angiogénicos foram relatados como elevados nos pacientes,
apoiando a hipotese de existéncia de um desequilibrio angiogénico nessa doenca, em virtude de
concentracdes elevadas de VEGF, em resposta a transcricdo do gene HIF-/a e estimulos
hipoxicos (ANSARI; GAVINS, 2019; LOPES et al., 2014).

Implicagdes recentes tém sugerido que os mecanismos de deteccéo e reparo de dano no
DNA podem estar reprimidos em pacientes com AF, e niveis alterados das quinases ATM e
ATR tém sido indicados como possiveis biomarcadores. Adicionalmente, evidéncias
emergentes tém demonstrado associagdes positivas entre a doenca e aberragcdes cromossomicas,
ou mesmo com certos tipos de neoplasias, como o carcinoma medular renal, cuja mortalidade
em pacientes falciformes aproxima-se de 100%, poucos meses ap0s o diagndstico (ALVES et
al., 2008; GATALICA et al., 2011; SWARTZ et al., 2002). Brunson et al. (2017) descrevem
que pacientes com DF apresentam um risco 72% maior de serem acometidos por malignidades

hematoldgicas, e um risco duas vezes maior para adquirir algum subtipo de leucemia,
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destacando a leucemia miel6ide aguda e leucemia linfocitica cronica, em relagdo a individuos
saudaveis.

Sendo assim, faz-se de extrema pertinéncia e relevancia uma investigacao a respeito da
AF no contexto da hipoxia, visto que esta € uma caracteristica constante e motriz na patogénese
da doenca. Apesar de ser grande instigadora e promotora da expressdo de muitos genes alvos
envolvidos em imensuraveis mecanismos fisioldégicos de grande importancia para a
sobrevivéncia do homem, pouco ainda se sabe sobre seu papel na fisiopatologia da AF (TAN
et al., 2016).

Vale salientar que os efeitos benéficos da HU, medicamento padréo no tratamento de
pacientes com AF, devem-se a sua capacidade de inibir a replicacdo do DNA para elevar 0s
niveis da Hb F e melhorar e/ou impedir o desenvolvimento de eventos clinicos na doenca
(ANSARI; GAVINS, 2019; KATO et al., 2018). Porém, além do fato de nem todos os pacientes
responderem bem ao seu tratamento, ou deixarem de responder beneficamente mesmo ap6s
anos de uso com bons resultados, evidéncias sugerem que a HU apresenta um potencial efeito
antiangiogénico e de dano a estrutura do DNA (LOPES et al., 2014; WU; MIYAMOTO, 2008),
e ndo temos encontrado na literatura, até o presente momento, estudos que relacionem a acéo
da HU e a ingeréncia da hipoxia na patologia da AF.

Isto posto, no presente estudo, propomos investigar a expressdo de genes de resposta a
sinalizacdo de hipoxia na AF e analisar a influéncia da farmacoterapia com HU em marcadores

de angiogénese e danos ao DNA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

» Investigar a expressao de genes de dano e reparo de DNA e angiogénese induzidos pela

hipoxia em pacientes com anemia falciforme em tratamento ou ndo com hidroxiuréia.

4.2 Objetivos especificos

» Analisar, de maneira associada, o perfil demografico e laboratorial de pacientes com

anemia falciforme, tratados ou nao com HU;

» Mensurar a expressdo dos genes responsivos a hipoxia (HIF-1a, VEGF, ATM e ATR),
correlacionando-os entre si, com a expressao dos genes em individuos saudaveis (grupo

controle), e com variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes em estudo;

» Caracterizar os pacientes do estudo de acordo com o fenotipo (gravidade) clinico da
doenga (leve, intermediaria ou grave), analisada por meio da “Calculadora de gravidade
da doenca falciforme”, avaliando a influéncia da expressdo génica sobre o pertfil

fenotipico encontrado;

» Descrever a frequéncia de intercorréncias clinicas (hospitalizacdo, transfusdo
sanguinea, crises dolorosas, comorbidades, etc.) e estimar sua associacdo com a
expressdo de genes hipoxicos (HIF-1a, VEGF, ATM ¢ ATR) em pacientes com anemia

falciforme;

» Auvaliar a resposta do paciente ao tratamento com HU, através da mensuracdo de
marcadores bioquimicos e laboratoriais, descricdo do fendtipo da doenca falciforme e

expressao génica;

» Investigar a correlacdo entre a expressao dos genes responsivos a hipoxia (HIF-1a,
VEGF, ATM e ATR) com as doses de HU administrada aos pacientes com AF;
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido & apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal do Ceard/Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), e aprovado
sob parecer de n° 2.781.191, segundo os principios e normas que regulamentam a pesquisa em
seres humanos, do Conselho Nacional de Saide — Ministério da Saude, Resolucdo n° 466 de 12
de dezembro de 2012 e complementares. Tal parecer diz respeito a versao atualizada e final do
projeto de pesquisa aprovado pelo CEP/HUWC (n° 706.154).

Obs.1: O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado por todos 0s
participantes deste estudo também foi aprovado pelo comité supracitado (APENDICE A).

Obs.2: Todos os experimentos foram realizados seguindo as normas de Biosseguranca
de acordo com a Lei n° 11.105 de 24 de marco de 2005, regulamentada pelo decreto n® 5.591
de 22 de novembro de 2005.

5.2 Delineamento do estudo

Esta pesquisa enquadra-se na tipologia de estudo observacional, transversal e analitico,
e se prop0Os a investigar, de maneira associada, a interposicdo da hipoxia na modulacdo da
expressao de genes relacionados aos mecanismos de angiogénese e de dano/reparo de DNA em
pacientes com AF, associando a expressdo génica mensurada a variaveis clinico-laboratoriais.
Também estd incluso no delineamento desta pesquisa, a investigacdo da influéncia do
tratamento com a hidroxiuréia, em relacdo dose-efeito, sobre 0s mesmos parametros. Um grupo
de individuos saudaveis foi utilizado como grupo controle, conforme apropriado.

A Figura 16 apresenta o esquema de fluxograma de delineamento do estudo proposto.
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Figura 16- Fluxograma de delineamento de estudo
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Fonte: Elaborada pelo préprio autor.
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5.3 Local de realizacéo do estudo

O recrutamento e coleta das amostras de sangue periférico dos pacientes que
concordaram em participar do estudo foram realizados no ambulatério de hematologia de um
hospital universitario e de um hemocentro publico, ambos de referéncia no Estado do Cearé-
Brasil e sediados na cidade de Fortaleza-CE. As amostras de sangue periférico dos voluntérios
saudaveis foram obtidas no setor de doagdo de sangue do mesmo hemocentro supracitado.

O processamento e as andlises do material bioldgico foram executados com a
colaboracdo do Laboratério de Pesquisa em Hemoglobinopatias e Genética das Doengas
Hematoldgicas (LPHGDH) e do Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas (LACT),
ambos pertencentes ao Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas (DACT) da

Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.4 Selec@o da amostra

5.4.1 Populacéo do estudo

O numero amostral proposto para a realizacdo deste estudo, aproximadamente 140
pacientes, foi pensado para ser a totalidade de portadores de AF com cadastros ativos, atendidos
pelos ambulatérios do setor de hematologia do hospital universitario e do hemocentro
participantes da pesquisa. Deste universo, foram incluidos no estudo apenas os pacientes que
consentiram, voluntariamente, em participar da pesquisa, que leram e assinaram o TCLE, cujas
amostras possuiam qualidade suficiente para a realizacdo fidedigna dos experimentos
pretendidos e que atenderam aos critérios de inclusdo descritos na secdo terciaria 5.4.4 deste
trabalho. Todos 0s pacientes se encontravam em acompanhamento clinico e em conformidade
com os Protocolos e Diretrizes Terapéuticas para pessoas com Doenca Falciforme estabelecido
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2018) e faziam uso profilatico de acido folico (5mg/dia)

desde o diagndstico inicial da doenca.
5.4.2 Representatividade e calculo do tamanho amostral
Da populacéo total de pacientes com AF, atendidos pela equipe médica das institui¢cdes

colaboradoras desta pesquisa, 106 (75,71%) individuos se propuseram a participar, fornecendo

informagdes basicas iniciais para o preenchimento de uma ‘Ficha clinica de estudo e
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acompanhamento do paciente com anemia falciforme’ (APENDICE B), a qual serviu para
compilar as planilhas de informacdes e dados de estudo, bem como, se dispuseram a fornecer
amostras de sangue total para as analises apropriadas. Apds observancia dos critérios e
condi¢des necessarios para o prosseguimento do estudo, dos pacientes que aderiram a esta
proposta de pesquisa, obtivemos uma populacdo amostral de 97 (91,50%) pacientes aptos,
correspondendo a 69,29% dos prontuarios ativos.

5.4.3 Estratificacdo dos grupos de estudo

Os pacientes falciformes (n=97) foram selecionados de forma aleat6ria, por
conveniéncia, mediante consulta e acompanhamento médico ja agendados, respeitando sexo,
idade, esquema terapéutico e quadro clinico dos mesmos. Em seguida, foram estratificados em
dois grupos, segundo o uso ou ndo da hidroxiuréia no tratamento:

- Grupo SS: formado por 29 (29,90%) pacientes com anemia falciforme, sem uso de
HU.

- Grupo SSHU: formado por 68 (70,10%) pacientes com anemia falciforme em
tratamento com a HU. Foram considerados pertencentes a este grupo, pacientes que faziam uso
do medicamento por periodo > 180 dias, de forma regular e continua.

Para algumas analises, o grupo SSHU fora ainda estratificado conforme a posologia
administrada do medicamento, para se investigar a relacao dose-efeito, em 03 subgrupos: grupo
SSHU-0,5g (n= 13 (19,11%)); grupo SSHU-1g (n= 40 (58,82%)) e grupo SSHU->1,5¢g (n= 15
(22,07%)). A determinagdo da dose de medicamento em cada subgrupo foi estabelecida
baseando-se nas doses habituais tomadas pelos pacientes, rotineiramente, que fazem uso de uma
(01) a quatro (04) capsulas diarias de HU (ou pela média da concentracdo quando a prescricao
médica requer quantidades diferentes de capsulas em dias alternados), sendo a concentracao de
substancia/capsula igual a 500 mg (0,59).

Usualmente, a posologia de HU a ser administrada ao paciente é determinada fazendo-
se 0 calculo da ‘quantidade de medicamento em mg/kg/dia’ ou considerando dosagem
individualizada e personalizada, baseada na farmacocinética. Na prescricdo médica, consta-se
0 numero de cépsulas e regime diario que o paciente deve fazer uso. A fim de facilitar a
obtencdo e a analise dos dados, optamos por considerar a estratificacdo dos subgrupos SSHU,
nomeando-os como descrito acima (0,5g, 1g ¢ >1,5g).

O grupo controle (Grupo AA), formado por individuos saudaveis, foi composto por 73

voluntéarios, selecionados de forma aleatoria dentre os doadores de sangue do hemocentro
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participante, desde que obedecidos os critérios de inclusdo, proprios para este grupo, e definidos

COmo a seguir.

5.4.4 Critérios de incluséo e exclusao dos participantes do estudo

Todos os participantes recrutados para o estudo foram esclarecidos em uma entrevista a
respeito dos procedimentos experimentais, objetivos, riscos e beneficios envolvidos na
pesquisa, e, apos anuéncia voluntaria e altruista, assinaram o TCLE, resguardando alguns

critérios exigidos:

- PACIENTES:

Os pacientes (grupos SS e SSHU), de ambos os sexos e independente de etnia, deveriam
apresentar AF, diagnosticada por exame de biologia molecular, independente do uso ou ndo do
medicamento hidroxiuréia; deveriam possuir idade igual ou superior a 18 anos e ndo serem
tabagistas, etilistas ou gestantes; deveriam ainda apresentar sorologia negativa para HIV-1 e 2,
HBV, HCV ou HTLV-1 e 2 e estarem em estado estacionario da doenca, de acordo com 0s
critérios de Ballas (2012): auséncia de episodios dolorosos agudos e/ou doengas intercorrentes,
como infeccdes e inflamacbes, nas quatro semanas precedentes ao estudo; auséncia de
admissdes hospitalares até o terceiro dia ap6s coleta de sangue, bem como, apresentar auséncia
de transfusdo sanguinea nos quatro meses precedentes ao estudo. Para o grupo SSHU, o0s
pacientes deveriam fazer uso de 15-30 mg/kg/dia de HU, variando de 500 mg a 2.000 mg
diérias, por um periodo de pelo menos 180 dias.

Foram tomados como critérios de exclusdo a ndo concordancia e assinatura do TCLE,
pacientes que ndo apresentaram analises de hemoglobinas confirmatérias do perfil SS por
HPLC, pacientes com prontuarios ndo disponibilizados ou ndo encontrados até o final do estudo
ou cujos prontuarios ndo dispunham de informagdes consistentes quanto ao seu diagndstico,
tratamento ou acompanhamento clinico. De igual forma, também foram excluidos os pacientes
cujas amostras biologicas ndo apresentaram boa qualidade para a execucdo dos exames de
expressao génica ou que fizeram uso de AINE, quelantes de ferro, vitaminas antioxidantes ou

algum imunossupressor nos 15 (quinze) dias que antecederam a coleta de sangue.

-  GRUPO CONTROLE:
Neste grupo, foram incluidos individuos adultos, doadores de sangue no hemocentro

que fez parte do estudo, de ambos os sexos, com idades e caracteristicas pareadas aos grupos
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de pacientes, ndo fumantes, que ndo faziam consumo habitual de bebida alc6olica ou farmacos,
sem evidéncias de processo infeccioso e/ou inflamatorio hd pelo menos trés meses e sem

alteracdo do perfil eletroforético de hemoglobina (AA).

5.5 Coleta de dados

5.5.1 Informacdes clinicas, laboratoriais e demogréaficas

Os dados clinicos, hematologicos, bioquimicos e demogréaficos necessarios para este
estudo foram coletados a partir de entrevista com os pacientes e por busca ativa nos prontuarios
médicos dos mesmos. Tais informacdes foram transferidas para a Ficha clinica de estudo e
acompanhamento do paciente com anemia falciforme (APENDICE B), e mantidas em sigilo de
pesquisa. Os testes hematoldgicos foram realizados fazendo-se uso do equipamento Analisador
Hematoldgico CELL-DYN Ruby (Abbott Diagnostics®, Illinois, USA).

Informacdes referentes ao uso de medicacao especifica, esquema terapéutico adotado e
as manifestacdes fenotipicas da doenca ao longo dos anos, bem como, o histérico de episodios
de crises algicas, necessidades de internacdo e de transfusdo sanguinea e diagndstico de
complicagdes agudas, nos ultimos 12 meses, também foram abordados no questionario e
considerados decisivos para a selecdo dos pacientes.

Todas as informaces foram confirmadas por meio de consultas aos prontuarios médicos
e aos softwares de bancos de dados das instituicbes envolvidas, passando, em seguida, a

alimentar o banco de dados do estudo para as analises cabiveis posteriores.

5.5.2 Coleta das amostras bioldgicas

A coleta do sangue periférico dos pacientes em estudo foi realizada no ambulatério do
hospital e hemocentro participes, por puncao venosa, em virtude da presenca dos pacientes para
a consulta médica e/ou exames laboratoriais de rotina. Utilizou-se de dois tubos Vacutainer®,
um com ativador de coagulo a seco e gel separador e outro contendo o 4cido
etilenodiaminotetracetico (EDTA) como anticoagulante. As amostras de sangue coletadas
foram usadas para as analises de parametros hematologicos, marcadores bioguimicos e para
obtencdo do pool celular para a extracdo do material genético

A coleta do sangue dos individuos saudaveis foi realizada no hemocentro participante

em virtude da presenca destes para a doagdo voluntéria de sangue.
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5.6 Métodos experimentais

5.6.1 Testes seletivos para investigacao de perfil de hemoglobinas

Todas as amostras passaram pelos testes de triagem laboratorial para caracterizacdo do
perfil de Hb e, posteriormente, os genétipos dos individuos foram confirmados por biologia
molecular. Os ensaios referentes a identificacéo e quantificacédo do perfil de Hb de cada amostra
que constitui o estudo foram executados por profissionais técnicos dos laboratérios das proprias
instituicOes que atendem aos pacientes, e fazem parte do protocolo institucional. Dentre as
técnicas cléssicas de diagnostico, foram utilizadas as descritas a seguir.

5.6.1.1 Preparacdo de hemolisados

Para que as amostras fossem submetidas aos procedimentos eletroforéticos de
identificacdo das frac6es de Hb, os eritrocitos foram separados do plasma, por centrifugacéo, e
lisados para a obtencdo da solucdo de Hb, aplicando-se a técnica do hemolisado rapido
(NAOUM, 1999). Para tanto, foi utilizado como hemolisante, o detergente bioldgico saponina,
numa concentracao de 1,0%.

Hemolisado Rapido com Saponina:

Reativo hemolisante:

= SAPONINA PLA. ettt a e e re e 1g

- AQUA AESEIAAA G.S.P.c.vvcveeceeeeice ettt 100 mL

Procedimento: Adicionou-se o volume de 100 uL de sangue periférico colhido em
EDTA ao volume de 200 pL de reativo hemolisante em um tubo de vidro pequeno. A seguir,
realizou-se a homogeneizacao até obtencdo da hemdlise total da mistura. Este hemolisado foi

utilizado logo apds o preparo.

5.6.1.2 Eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino

Principio: Técnica utilizada para qualificagdo e quantificagdo de Hb normais e grande
parte das Hb variantes, com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais (modificado
de MARENGO-ROWE, 1965) .

Reagentes:
Tampédo TRIS-EDTA-BORATO (TEB) pH 8,6:
- Tris hidroximetil aMINOMELANO ........ccvvvveiiiiiiee et e s ebaee e 10,2 ¢
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- Acido etilenodiaminOtEtraCALICO ........cvoveeeeeeeeee ettt ettt e e, 0,69
= AACTHO BOFICO .ottt ettt ettt et ettt eee e e enaea, 329
- AQUA DESHHATA .S, vovvveeieceiieeeee ettt 1000 mL

Procedimento: Apds imersdo numa solucdo tampéo de TEB, durante 15 minutos, as fitas
de acetato de celulose foram secas, com auxilio de papel absorvente, e colocadas no suporte da
cuba de eletroforese, de forma que mantivessem contato com a solugéo tampéo presente nos
dois compartimentos da cuba. A solucéo de hemolisado de Hb foi aplicada nas fitas de celulose
com distancia de 1,0 cm da extremidade da fita que estava em contato com o polo negativo,
recebendo 300 volts, por cerca de 30 minutos, para a separacao das fragdes de Hb.

A andlise das fracBes foi realizada sem coloragdo, por comparacdo com amostras
controle: padrdo normal HbAA, padrdo HbAS, padrdo HbAC. A eletroforese alcalina em

acetato de celulose permite a separacdo de Hb normais e grande parte das anormais.

5.6.1.3 Eletroforese de hemoglobinas em pH &cido

Principio: Técnica utilizada para diferenciacdo de alguns tipos de Hb variantes, que
migram em posigdes semelhantes na eletroforese em pH alcalino. Os hemolisados, previamente
preparados, foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agar-fosfato, pH 6,2
(VELLA, 1968).

Reagentes:

Tampéo Fosfato pH 6,2 (Para uso nos compartimentos eletroliticos e confec¢do do gel)

= INAZHP O ..o 2,029

= NAH2PO4H20 ..o 7,66 g

- AQUA DESHHATA .S, vovvveeeceeeee ettt 1000 mL
Gel de Agar-Fosfato:

= AGAI-A0AT ..ot ettt 500 mg
- Tampao TOSTAt0 PH 6,2.......cviiiiiiiiiciee e 25 mL

Procedimento: Apoés a confeccdo do gel de agar-fosfato tamponado e das laminas de
microscopia contendo o gel e as amostras a serem estudadas, foi utilizado papel filtro para
promover a conexao entre o gel e os compartimentos eletroliticos, passando 100 volts durante
30 minutos. As laminas foram coradas, com Ponceau, a fim de permitir melhor observacdo e

interpretacdo das fragdes de Hb obtidas.
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5.6.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Principio: Foi utilizado o equipamento VARIANT (BIO-RAD) com Kit de analise Beta
Talassemia Heterozigota (Bio-Rad, California, USA). O método consiste na cromatografia de
troca idnica em um sistema fechado, no qual duas bombas de émbolo duplo e uma mistura de
tampBes de diluicdo, com controles de gradientes pré-programados, passam pela coluna
detectando as alteracdes de absorbancia a 415 nm. Um segundo filtro de 690 nm corrigiu a linha
de base que podia apresentar alteracfes provocadas pela mistura de tamp&es com forcas ibnicas
diferentes. As mudangas na absorbancia séo monitoradas e exibidas como um cromatograma
da absorbéncia versus tempo. Os dados de analise provenientes do detector sdo processados por
um integrador embutido e impressos no relatério da amostra de acordo com o tempo de
retencdo. O tempo de retencdo é o tempo transcorrido entre a injecdo da amostra até o apice do
pico da Hb, sendo caracteristico para cada tipo de Hb.

Procedimento (Instruction Manual Of Bio-Rad, 2006): Foram diluidos 05 puL da amostra
de sangue total, colhido com EDTA, em 1,0 mL de solu¢do hemolisante, fornecida no kit de
analise. Apos hemdlise total dos eritrdcitos, as amostras foram acondicionadas nos recipientes
adequados e alojadas no equipamento. Os procedimentos foram realizados conforme a pré-
programacao de leitura das amostras. O kit de analise utilizado é capaz de separar e quantificar
as porcentagens para as hemoglobinas Az e F, além de identificar as variantes mais comuns
como as hemoglobinas S, D, C e E.

A quantificacdo das diferentes fracdes de Hb em cada amostra foi realizada a partir dos
valores de porcentagem e tempo de retencdo, comparadas com os valores de calibragdo
especificos, fornecidos pelo fabricante, e emitidos em modelo proprio que incluiu valores

numéricos e perfil cromatogréafico.

5.6.2 Analises de expressao génica

5.6.2.1 Extragdo de RNA

A extragdo de RNA total do pool celular do sangue periférico dos individuos
participantes do estudo foi realizada conforme protocolo do fabricante do reagente Trizol
(Trizol LS Reagent® - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Apo6s centrifugacdo do sangue total a
4000 rpm, por 10 min, e retirada do plasma e eritrdcitos contaminantes com solucéo lisante de

cloreto de aménio (NH4Cl 0,83% (com pH 7,2 a 37°C)), foi adicionado, ao pellet leucocitario,
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750 pL do reagente Trizol e realizada homogeneizacdo do material, com auxilio de uma pipeta,
até completa dissolucdo do mesmo. Apos a fase de lise celular, a cada tubo de amostra foi
acrescentado 10 uL de glicogénio (age como um carreador para auxiliar a precipitacdo de RNA)
e 200 uL de cloroférmio gelado (que solubiliza os lipideos, permitindo sua remocao), seguido
de agitagdo no vortex por 30 segundos e centrifugacdo a 14000 rpm, a 4°C. O sobrenadante,
rico em RNA, foi, cuidadosamente, transferido para um novo tubo para se evitar contaminacao
com a interfase, rica em DNA.

A precipitacdo do RNA, foi possivel pela adicdo de 500 pL de isopropanol gelado,
seguida de homogeneizagéo e incubacao a -20°C, overnight. Depois do descongelamento das
amostras em banho de gelo, foi realizada nova centrifugacéo a 14000 rpm, durante 15 min, a
4°C. Feito descarte de todo o sobrenadante e ressuspensdo do pellet com 1 mL de etanol 75%
gelado, seguido de agitacdo no vortex e 14000 rpm de centrifugacdo, por 15 min, a 4°C. Apds
descarte do sobrenadante por inversdo do tubo, deixou-se o tubo secar (invertido) por 15 min,
em temperatura ambiente, sendo, entdo, ressuspendido o precipitado de RNA em agua estéril,
livre de RNAse, perfazendo um volume final de 20 pL.

A qualidade do RNA extraido foi determinada pela relacdo Azeonm/Azgonm € a sua
concentracio quantificada por espectrofotometria, utilizando-se o aparelho NanoDrop™
Spectrophotometers -T042 TECHNICAL BULLETIN (Thermo Fisher Scientific-USA).

5.6.2.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese do cDNA foi realizada, a partir do RNA total isolado na etapa anterior, atraves
da reacdo de transcricdo reversa, utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems®-Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Os procedimentos referentes a sintese do cDNA obedeceram as recomendagfes do
fabricante do kit de transcri¢do supracitado. Apos esse processo, as amostras de cDNA foram

armazenadas em freezer a uma temperatura de -20°C, até 0 momento das analises moleculares.

5.6.2.3 Teste de reagdo em cadeia da polimerase-quantitativo em tempo real (QPCR)

A deteccdo da amplificacdo e quantificacdo da expressdo génica dos quatro genes alvos
mensurados neste estudo (TABELA 5), e do gen enddgeno utilizado, foram realizadas a partir
da andlise da técnica de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), utilizando-se

0 equipamento CFX96 Real-time System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California,
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USA). As reacdes foram preparadas a partir do reagente TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA), otimizado para rea¢gdes com sondas TagMan
assay® e contendo a AmpliTaq Gold DNA polimerase, 0s dNTPs e tampé&o otimizados.

Para normalizar os dados de expressdo dos genes alvos, o0 gene Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi utilizado como controle endégeno (TABELA 5). A escolha do
GAPDH como controle enddgeno, neste experimento, deu-se por busca na literatura, sendo bem
descrito e caracterizado por sua estabilidade e uso como Unico gene normalizador e calibrador
em diversos estudos envolvendo qPCR na doenca falciforme (ARMENIS et al., 2019;
MARTINS et al., 2018; PAREDES et al., 2019; WEBER et al., 2018).

Tabela 5 - Genes utilizados na avaliacao da expressao génica por gPCR em tempo real

GENES SIGLA MECANISMO CODIGO DE REFERENCIA
ENVOLVIDO (Applied Biosystems)

GENES DE ESTUDO

Hypoxia-inducible factor-/o HIF-1a Transcrigédo de Hs00153153_m1
diversos genes em
resposta a hipoxia

Ataxia Telangiectasia Mutada ATM Dano/reparo de DNA Hs01112344 m1l
Ataxia Telangiectasia Mutada Rad 3 ATR Dano/reparo de DNA Hs011112344 ml
Related

Vascular endothelial growth factor VEGF Angiogénese Hs00900054-m1

GENE NORMALIZADOR

Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase GAPDH - Hs02786624_g1

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Todos os preparos e armazenamentos dos materiais foram realizados de acordo com as
instrucdes do fabricante, sendo otimizado o volume final de cada reacdo para 10 pL, dos quais, 2,5
uL era de cDNA. Cada amostra foi avaliada em duplicata e foram consideradas para analise
somente as amostras cujas diferencas de amplificacdo ndo excederam a 0,8 ciclos (AC@<0,8),
conforme preconizado por Vandesompele et al. (2002). As reac6es foram preparadas em placas
transparentes de 96 pocos e seladas com material adesivo apropriado para microplacas opticas,
resistente a acdo do alcool e temperaturas elevadas. Todas as etapas do procedimento desta
técnica foram realizadas com as amostras e reagentes imersos em gelo e na presenca de pouca
exposicéo a luz.

Em todas as placas, foram realizados controles negativos (NTC, no-template controls)

das reacOes, em duplicata, para todos os genes estudados, sendo que, nestes NTC foram



98

adicionados 2,5 pL de agua ultrapura substituindo a amostra de cDNA. Todas as reagdes que
mostraram amplificagéo para qualquer um dos controles negativos foram desconsideradas.

Adicionalmente, foi utilizado uma amostra de referéncia (REF), em duplicata, a fim de
padronizar e validar todas as placas do experimento. A amostra referéncia foi composta por um
pool de trés cDNAs provenientes de amostras de pacientes pertencentes ao estudo, sendo
escolhidas de forma aleatdria, e, obrigatoriamente, constante em cada placa.

Os resultados foram avaliados através do software CFX System (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, Califérnia, USA) para obtencdo dos valores de quantification cycle (Cq, ciclo
de quantificacdo) ou threshold cycle (Ct, ciclo limiar). Apesar de considerados sindbnimos, as
diretrizes do MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments) propdem o uso da terminologia Cq, de acordo com o padrdo de dados RDML
(Real-Time PCR Data Markup Language) (http://www.rdml.org) (BUSTIN et al., 2009).

Ao final de cada corrida, os dados de Cq foram exportados para uma planilha do
software Excel (Microsoft Corporation) para o célculo dos valores de ACq, de 249 e 2744C
tanto dos genes alvos, quanto do gene enddgeno. O ACq foi calculado utilizando as diferencas

da média de Cq entre os genes alvos e seu controle endogeno.

5.6.3 Analises de marcadores bioquimicos

Os dados referentes aos parametros bioquimicos e que descrevem perfis hemoliticos,
hepéaticos e renais (fosfatase alcalina, lactato desidrogenase, gama-glutamil transferase,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, bilirrubina total e direta, creatinina, uréia,
acido urico, ferro e ferritina) foram coletados diretamente dos prontuarios dos pacientes ou de
softwares das instituicGes participes. Os testes bioquimicos foram mensurados por método
automatizado, no equipamento Analisador Bioquimico Automatico CMD 800i X1 (WIENER-
LAB GROUP, Rosario, Argentina), conforme especificagdes dos fabricantes dos kits de

reagentes e principios de cada teste descritos, sucintamente, a seguir:

- Dosagem sérica de Fosfatase Alcalina (Kit ALP 405 AA- Wiener Lab, Rosario, AR):
Método cinético otimizado (DGKC e SSCC) a 405 nm.

Fundamentos do método: A fosfatase alcalina (ALP ou monoésteres ortofosforico
fosfohidrolase) hidrolisa ao p-nitrofenilfosfato (p-NFF), que ndo tem cor, produzindo fosfato e
p-nitrofenol em pH alcalino. A velocidade da apari¢do do anion p-nitrofenolato (de cor amarela)

é proporcional a atividade enzimatica da amostra.


http://www.rdml.org/
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- Dosagem sérica de Lactato Desidrogenase (LDH) (Kit LDH-P UV AA Liquida-
Wiener Lab, Rosario, AR): Método UV otimizado (SFBC) para determinacao de LDH, em soro

ou plasma.
Fundamentos do método: A mensuracdo da LDH baseia-se no seguinte esquema de
reacao:
LDH
piruvato + NADH + H* » L-lactato + NAD*

- Dosagem sérica de Gama-Glutamil Transferase (GGT) (Kit Gama-GT-Test
Cinética AA Lig-Wiener Lab, Rosario, AR): Método (Szasz modificado) para a determinacéo
de GGT em soro ou plasma.

Fundamentos do método: A y-glutamil transferase é uma carboxipeptidase que catalisa
a seguinte reagéo:
v-GT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina ——  L-y-glutamilglicilglicina +
5-amino-2 nitrobenzoato

- Dosagem sérica de Aspartato Aminotransferase (Kit GOT (AST) UV AA Liquida-
Wiener Lab, Rosario, AR): Método UV otimizado (IFCC) para a determinacdo de Aspartato
Amino-transferase (GOT/AST) em soro ou plasma.

Fundamentos do método: Baseado no seguinte esquema de reacao:

GOT
L-aspartato + 2-oxaglutarato ———» oxalacetato + L-glutamato
MDH
oxalacetato + NADH + H¥ ——» L-malato + NAD"*

- Dosagem sérica de Alanina Aminotransferase (Kit GPT (ALT) UV AA Liquida-
Wiener Lab, Rosario, AR): Método UV otimizado (IFCC) para a determinacdo de Alanina
Aminotransferase (GPT/ALT) em soro ou plasma.

Fundamentos do método: Baseado no seguinte esquema de reacao:

GPT
L-alanina + 2-oxaglutarato 5 piruvato + L-glutamato

LDH
piruvato + NADH + HY ————» L-lactato + NAD"
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- Dosagem sérica de Bilirrubina Total (Kit Bilirrubina Total AA Liquida- Wiener
Lab, Rosario, AR): Método DPD para a determinacédo de bilirrubina total em soro ou plasma.

Fundamentos do método: A bilirrubina indireta, unida a albumina, é liberada por um
tensoativo. A bilirrubina total reage com o sal de diclorofenildiazonio (DPD) produzindo um

azo composto cor vermelho em solugdo &cida.

- Dosagem serica de Bilirrubina Direta (Kit Bilirrubina Directa AA Liquida- Wiener
Lab, Rosario, AR): Método DPD para a determinacédo de bilirrubina direta em soro ou plasma.
Fundamentos do método: A bilirrubina direta reage com o sal de diclorofenildiazonio

(DPD) produzindo um azo composto cor vermelho em solugéo &cida.

- Dosagem seérica de Creatinina (Kit Creatinina Cinética AA Liquida- Wiener Lab,
Rosario, AR): Método cinético para a determinacdo de creatinina em soro, plasma ou urina.

Fundamentos do método: A creatinina reage com o picrato alcalino (reagdo de Jaffe)
produzindo um cromogénio vermelho. A velocidade desta reacdo, sob condicdes controladas,
é uma medida da concentracdo de creatinina da amostra, posto que esta comporta-se como uma
reacdo cinética de primeira ordem para a creatinina. Por outro lado, demonstrou-se que 0s
cromogénios nao-creatinina que interferem na maior parte das técnicas convencionais reagem
dentro de 30 segundos apds o inicio da reacdo. Assim, entre os 30 segundos e 0s 5 minutos

posteriores ao inicio da reacdo, o incremento da coloracdo deve-se exclusivamente a creatinina.

- Dosagem sérica de Uréia (Kit Uréia UV Cinética AA Liquida- Wiener Lab, Rosario,
AR): Método cinético UV para a determinac¢do de Uréia em soro, plasma ou urina.

Fundamentos do método: Baseado no seguinte esquema de reacao:

urease
uréia + H,O » 2NHs3+ CO,

»

GIDH
NHs+ NADH + H* + 2-oxoglutarato » |-glutamato + NAD*+ H,O

- Dosagem sérica de Acido Urico (Kit Uricostat Enzimatico AA Liquida- Wiener Lab,
Rosario, AR): Método enzimético para a determinacédo de &cido Urico em soro, plasma ou urina.

Fundamentos do metodo: O esquema da reacdo para dosar o acido urico baseia-se na
seguinte reagéo:

uUuoD
acido drico + 2 H,0,+ O, — alantoina + H,O,+ CO;
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POD
2H0,+4-AF+35-DHS __  coloragdo vermelha
Obs.: UOD: uricase; POD: peroxidase; 4-AF: 4-aminofenazona; 3,5-DHS: sal sddica de
3,5 diclorohidroxibenzeno sulfénico.

A quantidade de acido Urico determina-se medindo a absorbancia deste pigmento.

- Dosagem sérica de Ferro (Kit Fer — Color AA Liquida- Wiener Lab, Rosario, AR):
Método colorimétrico direto para a determinacéo de ferro em soro ou plasma.

Fundamentos do método: O ferro é liberado do complexo de transferrina em meio &cido
e se reduz a Fe (Il) com &cido ascorbico. Logo ap6s, reage com o reagente de cor, o ferene,
dando origem a um complexo de cor azul que é medido a 600 nm. A absorbancia obtida é

diretamente proporcional a concentracédo de ferro.

- Dosagem sérica de Ferritina (Kit Ferritin AA Turbitest- Wiener Lab, Rosario, AR):
Método imunoturbidimétrico para a determinacao de ferritina.

Fundamentos do método: A ferritina presente na amostra reage com as particulas de
latex sensibilizadas com anticorpos antiferritina humana produzindo aglutinagdo. A turbidez
produzida pela aglutinacdo é proporcional a concentracdo de ferritina na amostra, sendo medida

em espectrofotometria.

5.6.4 Investigacdo do perfil fenotipico por escores de gravidade

A categorizacdo do perfil fenotipico (leve, intermediario e grave) da populacdo em
estudo foi estabelecida através de calculos de escores de gravidade de risco de morte, obtidos
por meio da ferramenta eletronica “Calculadora da Gravidade da Doenca Falciforme™ (Sickle
Cell Disease Severity Calculator), disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Pro-
jects. Este programa foi desenvolvido e validado por um grupo de pesquisadores do Boston
University School of Public Health, nos EUA, por meio de modelagem de rede Bayesiana,
envolvendo um grupo amostral de 3.380 pacientes acompanhados pelo Estudo Cooperativo da
Doenca Falciforme (Cooperative Study of Sickle Cell Disease - CSSCD), projetado para
descrever os aspectos clinicos e laboratoriais da doenca falciforme (SEBASTIANI et al., 2007).

Através de um modelo matematico de probabilidades, esta ferramenta aborda, de forma

simples e intuitiva, a predi¢do de gravidade por meio de relacdes de causalidade das variaveis


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Pro-jects
http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Pro-jects
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de um problema, que, no caso em questdo, sdo 0s parametros clinicos e laboratoriais da pessoa
com doenca falciforme (13 exames laboratoriais, 07 eventos clinicos e informacbes
demogréficas e de tratamento) (FIGURA 17).

O valor preditivo do referido modelo e instrumento, ou seja, a precisao da previsdo de
morte com base em um perfil clinico e laboratorial, foi validado em duas vertentes do estudo,
independentes, e mostrou alta especificidade e sensibilidade (SEBASTIANI et al., 2007).

Figura 17 - Rede de associacdes entre morte, complicacdes clinicas e achados laboratoriais na
doenca falciforme

Bilirrubina

Reticulécitos

Genotipo de Hb |

T
Priapismo |A|-TI | Uréia / Creatinina | |Proteinl]ria | |l'll{:eradepernas] | Hb | |NA0|

Plaquetas

Transfusao sanguinea

AVC

Fonte: Adaptado de Sebastiani et al. (2007).

As caixas coloridas em vermelho sdo suficientes para prever o risco de morte a curto prazo (scores de gravidade). As
caixas coloridas em azul estdo associadas a fatores preditivos em vermelho. Por exemplo, o genétipo de Hb esta
associado a varias varidveis laboratoriais, incluindo leucécitos, VCM e, portanto, modula a gravidade da doenca
indiretamente por esses fatores. AbreviagBes: LDH (lactato desidrogenase); ALT (alanina aminotransferase); AST
(aspartato aminotransferase); PAS (pressdo arterial sistélica); Hb F (hemoglobina fetal); NAO (necrose avascular
6ssea); WBC (leucdcitos totais); VCM (volume corpuscular médio); STA (sindrome torécica aguda); AVC (acidente
vascular cerebral).

A classificacdo do fendtipo do paciente falciforme, por meio deste instrumento, é
baseada na observacédo de que o escore de gravidade tem uma curva em formato de “U” que
sofre mudancas de acordo com a idade da populacdo em que € aplicada, conforme demonstra a
figura 18. Este modelo de rede calcula o risco de morte dentro de 05 (cinco) anos e considera
este risco como um escore de gravidade da doenca, com valores variando de 0 (zero) (menos

grave) a 1 (um) (mais grave).
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Em 2015, a Calculadora da Gravidade da Doenca Falciforme também foi aplicada e
validada em uma populacédo de pacientes do Brasil com o objetivo de testar a viabilidade do
uso dessa ferramenta em grupo de individuos distintos da populacdo original do estudo,
demonstrando também ter elevada sensibilidade e alto valor preditivo positivo (BELINI
JUNIOR et al., 2015).

Figura 18 - Criterios de escores e classificacdo fenotipica da doenca falciforme pela
Calculadora da Gravidade da Doenga Falciforme

Pacientes > 40 anos de idade

[01 [o2] 03 [04] 0401 [ 05 [ 06 ] 0.7 | 0.8 [NOSOINNOONNEON

escores de gravidade

Pacientes < 40 anos de idade

01 ] 02|03 04| 0401 | 05 | 0.599
escores de gravidade

[LEVE [INTERMEDIARIO [[GRAVEN

Fonte: Adaptado de Belini Junior et al. (2015).

5.7 Analises estatisticas

Aos resultados obtidos pela coleta de dados e realizacdo dos métodos experimentais,
ambos ja descritos na secdo anterior, testes estatisticos especificos foram aplicados para a
analise e interpretacdo dos parametros e informacdes mensuradas. Tais parametros e dados
foram considerados como variaveis em todas as andlises, sendo descritas tanto de forma
univariada, onde cada varidvel é estudada isoladamente, como de forma bi ou multivariada, em
que é analisado o comportamento de duas, ou mais, varidaveis simultaneamente.
Adicionalmente, as variaveis aqui apresentadas foram ponderadas tanto como média (e desvio
padrédo), mediana (e intervalo interquartil (11Q)) ou como frequéncia (percentagem), conforme
apropriado.

Os testes de hipdteses de significancia utilizados variaram de acordo com o tipo de
varidvel em analise e objetivo proposto, sendo adotado o valor p < 0,05 para significancia
estatistica em todas as anélises. Desta forma, para varidveis tipo categoérica versus categorica,
foram aplicados os testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher; categorica (até duas categorias)
versus qualitativa, foi utilizado o Teste Mann-Whitney; categorica (mais de duas categorias)

versus quantitativa, o Teste de Kruskall Wallis e o pos teste de comparac¢es maltiplas de Dunn,
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e para as analises de correlagBes quantitativa versus quantitativa, foi executado o Teste de
Correlacéo de Pearson.

Vale destacar ainda que as analises estatisticas realizadas foram desenvolvidas com o
auxilio dos softwares: CFX System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California, USA);
IBM SPSS 22 (Statistic Package for Social Science, v. 22.0); Software R, v. 3.5.5 e Microsoft
Office Excel 2016.
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6 RESULTADOS

Com o propdsito de realizar uma investigacdo mais ampla e acurada sobre a expressao
e ingeréncia genética em resposta a condi¢do de hipoxia em pacientes com AF, os resultados e
andlises, aqui apresentados, seguirdo o seguinte fluxo didatico:

- Caracterizacao da populacao de pacientes do estudo reunida um sé universo amostral;

- Analise dos dados dos pacientes, categorizados conforme o uso ou ndo da abordagem
terapéutica com HU,;

- Anélise dos dados dos pacientes em terapia com HU, conforme dose de medicamento

administrado.

6.1 Caracterizacdo dos pacientes do estudo

Dos 106 (cento e seis) pacientes com AF que concordaram em participar do presente
estudo, apenas 97 (noventa e sete) estavam aptos e favoraveis ao prosseguimento do mesmo,
conforme os critérios de inclusdo estabelecidos e observados. Do namero inicial (106), 09
(nove) individuos foram considerados ndo qualificados ou habilitados o suficiente para
seguimento no estudo. Dentre os principais motivos de corte, destacam-se: ambiguidade de
informacdo quanto a homozigose para Hb S nos prontuarios (3 pacientes); prontuarios médicos
com informacgfes ndo idéneas ou com dados incompletos que poderiam comprometer as
analises estatisticas (4); perda, ou insuficiéncia, de material bioldgico durante os
processamentos (3) e incoeréncia ou dubiedade ‘paciente-prontuario’ quanto as especificidades
do tratamento (3). Vale ressaltar que alguns individuos apresentaram mais de uma das
justificativas supracitadas.

Na tabela 6, encontram-se as principais caracteristicas demogréaficas dos pacientes
participantes do estudo. Analisando a mesma, observa-se que a maioria dos pacientes é
acompanhada pelo ambulatério de hemoglobinopatias do hemocentro participe (58,76%),
oriunda do interior do estado (54,64%), do sexo feminino (57,73%) e com idade média de 31,76
anos (desvio padrao (DP) de 10,83). Destes pacientes, 36,08% (n=35) apresentam pressao
sistolica considerada elevada (> 120 mmHg) e o valor de indice de massa corporal (IMC)
variando de 16,71 a 33,65 kg/m? (média de 21,98, DP de 3,55).
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Tabela 6 — Caracterizacao descritiva das variaveis demogréficas dos individuos do estudo

Analises estatisticas

Variaveis
Pacientes (‘N°) Desvio Padréo (DP) Percentual (%)

Origem institucional

HEMOCE 57 -- 58,76

HEMOCE/HUWC 3 -- 3,09

HUWC 37 -- 38,14
Procedéncia

Fortaleza 40 - 41,24

Interior 53 -- 54,64

Outros estados 3 - 3,09

Né&o consta 1 - 1,03
Idade (anos) 31,76 (18,00; 68,00) 10,83 -
Sexo

Masculino 41 - 42,21

Feminino 56 - 57,13
Presséo arterial sistolica

> 120 mmHg 35 - 36,08

<120 mmHg 61 - 62,89

Né&o consta 1 - 1,03
IMC (kg/m?) 21,98 (16,71; 33,65) 3,55 -

Fonte: Dados da pesquisa.
HUWC, Hospital Universitario Walter Cantidio; IMC, indice de massa corporal. Nota: (1) Os valores de idade e IMC
representam as médias (minimo; maximo) e desvio padrdo, os demais, expressam nimero de casos e percentual.

Quanto as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes, estas foram analisadas em um
contexto geral, conforme demonstram as tabelas 7 e 8, a fim de caracterizarmos a populagéo
participante do estudo, pacientes com AF, sendo, posteriormente, analisadas segundo
estratificacdo de grupos de estudo, e apresentadas oportunamente. Assim, a tabela 7 apresenta
a descricao do perfil laboratorial dos pacientes, enquanto a tabela 8 descreve a distribuicéo de
frequéncias de complicacdes clinicas e comorbidades, em historia pregressa (como, pneumonia,
DST, hepatite, tuberculose) ou atual (tais como, diabetes, cardiopatia, Ulcera nas pernas,

astenia), relatadas pelos pacientes ou coletadas por meio da busca ativa em prontuarios.
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Tabela 7— Caracterizacao descritiva do perfil hematoldgico e bioquimico dos individuos do

estudo

Variaveis

Anadlises estatisticas

Valor Médio (min; max)

Desvio Padrao (DP)

Perfil hematolégico

Eritrocitos (milhdes/mm3) 2,59 (1,3;48) 0,63
Hemoglobina (g/dL) 9,27 (5,31; 14,90) 1,67
Hematdcrito (%) 27,08 (16,70; 43,60) 4,97
VCM (fL) 109,37 (11,70; 155,78) 17,55
HCM (pg) 37,47 (20,88; 48,42) 4,95
CHCM (g/dL) 34,50 (30,08; 39,20) 1,84
Leucocitos (/mm3) 10272,68 (4449,00; 25100,00) 3792,97
Neutréfilos (/mms3) 5448,59 (1279,00; 14442,00) 2736,42
Plaquetas (/mm3) 375451,55 (134600,00; 659600,00) 117482,75
Reticulécitos (/mm?3) 233711,52 (47980,00; 479400,00) 88466,99
Reticuldcitos (%) 9,63 (2,20; 19,94) 3,82
Hb F (%) 14,40 (1,10; 34,60) 7,11
Perfil bioquimico
Uréia (mg/dL) 22,31 (8,00; 119,00) 13,98
Creatinina (mg/dL) 0,71 (0,30; 5,00) 0,55
Lactato desidrogenase (U/L) 882,59 (375,00; 1863,00) 321,54
Acido Grico (mg/dL) 4,86 (2,40; 10,20) 1,64
Bilirrubina total (mg/dL) 3,09 (0,68; 13,57) 2,27
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,53 (0,06; 3,18) 0,44
Bilirrubina indireta (mg/dL) 2,56 (0,55; 12,80) 2,15
Aspartato aminotransferase (U/L) 43,47 (17,00; 114,00) 18,66
Alanina aminotransferase (U/L) 32,53 (10,00; 251,00) 27,20
Fosfatase alcalina (U/L) 237,38 (63,00; 505,00) 88,17
Gama glutamiltransferase (U/L) 62,27 (13,00; 344,00) 55,65
Ferro (ug/dL) 168,16 (43,00; 470,00) 98,25
Ferritina (ng/mL) 560,54 (19,90;5689,00) 759,49

Fonte: Dados da pesquisa.

VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; Hb F, hemoglobina fetal. Nota: (1) Os valores apresentados representam as médias (minimo; maximo)
e desvio padréo.
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Tabela 8 — Distribuicdo de frequéncias de complicacdes clinicas e comorbidades em historia pregressa

ou nao

Complicac¢bes / Comorbidades Nao Sim N&o consta Total
Problemas renais 65 (67,01%) 30 (30,93%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Cardiopatia 52 (53,61%) 42 (43,3%) 3 (3,09%) 97 (100%)
Dispneia 41 (42,27%) 54 (55,67%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Astenia 21 (21,65%) 58 (59,80%) 18 (18,55%) 97 (100%)
Hepatomegalia 60 (61,86%) 35 (36,08%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Crise convulsiva 86 (88,66%) 9 (9,28%) 2 (2,06%) 97 (100%)
AVC 69 (71,13%) 15 (15,46%) 13 (13,41%) 97 (100%)
Crise vaso-oclusiva 77 (79,38%) 12 (12,37%) 8 (8,25%) 97 (100%)
Colelitiase 44 (45,36%) 51 (52,58%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Infec¢bes recorrentes 69 (71,13%) 26 (26,8%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Necrose 0ssea 79 (81,44%) 14 (14,43%) 4 (4,13%) 97 (100%)
Osteomielite 90 (92,78%) 5 (5,15%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Priapismo (n=41)* 34 (82,92%) 7 (17,08%) -- 41 (100%)
Sequestro esplénico 74 (76,28%) 15 (15,46%) 8 (8,26%) 97 (100%)
Sindrome toracica aguda 52 (53,61%) 43 (44,33%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Ulcera MMII 66 (68,04%) 30 (30,93%) 1 (1,03%) 97 (100%)
Diabetes 94 (96,91%) 1 (1,03%) 2 (2,06%) 97 (100%)
DST 92 (94,85%) 3 (3,09%) 2 (2,06%) 97 (100%)
HAS 85 (87,63%) 10 (10,31%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Hepatite 79 (81,44%) 16 (16,49%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Pneumonia 34 (35,05%) 61 (62,89%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Maléria 95 (97,94%) 0 (0%) 2 (2,06%) 97 (100%)
Sepse 91 (93,81%) 3 (3,09%) 3 (3,09%) 97 (100%)
Tuberculose 93 (95,88%) 2 (2,06%) 2 (2,06%) 97 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.

AVC, acidente vascular cerebral; Glcera MMII, Glcera em membros inferiores; DST, doenca sexualmente transmissivel; HAS,
hipertensdo arterial sistélica. Nota: (*) Considerado apenas pacientes do sexo masculino (n=41). Os valores expressam nimero de

casos e percentual.

A tabela 9 apresenta a distribuicdo de frequéncias de variaveis relacionadas as crises

algicas, transfusdes sanguineas e internacBes dos pacientes. Nota-se que quase todos 0s

pacientes ja apresentaram crises algicas no decorrer da vida, a saber 96,90% (94 pacientes).

Dois pacientes (2,06%) relataram terem descoberto a doenca na idade adulta, ndo associando

dores ja sentidas as crises algicas falciformes, e 1 (um) paciente havia sido transferido para uma

das instituicdes ha pouco tempo, ndo constando tal informacgéo no prontuario médico. 40,21%

dos pacientes (n= 39) relataram terem sentido de 1 (uma) a 2 crises/por ano nos ultimos trés

anos (feito média aritmética de nimero de dores/ 3 anos), enquanto 38,14% (n=37) mencionam

de 3 a 6 crises no ultimo ano.

Quanto a variavel transfusdo sanguinea, 46,39% (n= 45) afirmaram ja terem sido

submetidos de 1 (uma) a 5 transfusGes no decorrer da vida, enquanto 17,53% (n=17) disseram

nunca terem realizado transfusdo. 83,50% (n= 81) e 71,13% (n= 69) relataram auséncia do
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procedimento (transfusdo) e de internacdo hospitalar no dltimo ano, respectivamente. Dos
pacientes do estudo, cerca de 8,25% (n= 8) j& apresentaram algum tipo de reagdo transfusional.

Tabela 9 — Distribuicdo de frequéncias das varidveis relacionadas as crises algicas,
transfusbes sanguineas e internacoes

Variaveis Frequéncia Percentual (%0)
Crise algica em historia pregressa
Né&o 2 2,06
Sim 94 96,90
Né&o consta 1 1,03
Quantidade de episodios de dor nos ultimos 3 anos
0 5 5,15
la?2 39 40,21
3ab6 36 37,11
>6 15 15,46
Né&o consta 2 2,06
Quantidade de episodios de dor no ultimo ano
0 16 16,50
la?2 25 25,78
3ab6 37 38,14
>6 17 17,52
Né&o consta 2 2,06
Quantidade de transfusfes em historia pregressa
0 17 17,53
la5s 45 46,39
6al0 15 15,46
11a15 7 7,22
> 20 13 13,40
Quantidade de transfusfes no ultimo ano
0 81 83,50
lab 15 15,47
6al0 1 1,03
Reac0es transfusionais
Né&o 88 90,72
Sim 8 8,25
N&o consta 1 1,03
Aloanticorpos
Né&o 88 90,72
Sim 8 8,25
N&o consta 1 1,03
Quantidade de internacGes decorrentes da doenca
0 7 7,22
la5b 51 52,58
6al0 19 19,59
11a15 6 6,19
16a20 2 2,06
> 20 8 8,25
Né&o consta 4 4,12
Quantidade de internac@es no ultimo ano
0 69 71,13
1 17 17,53
2 6 6,19
3 2 2,06
Né&o consta 3 3,09

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: (1) Histdria pregressa = algum momento da vida. (2) Resultados expressos em nimero de casos e percentual.
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A classificacdo dos fenotipos, de acordo com a calculadora de gravidade da doenca
falciforme, estd apresentada na tabela 10. Dos 97 pacientes, apenas 95 dispunham de dados
suficientes para utilizacdo do instrumento e caracterizacdo fenotipica, sendo 64,21% (n=61) de
grau leve, 18,94% (n=18) de grau intermediario e 16,85% (n=16) de risco grave de morte em

S anos.

Tabela 10 — Distribuicao de frequéncia fenotipica de risco de morte
dos individuos do estudo

Classificacao fenotipica

de risco de morte Frequéncia Percentual (%0)
Leve 61 64,21
Intermediaria 18 18,94
Grave 16 16,85
Total 95 100

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: (1) Classificacdo fenotipica baseada na calculadora de gravidade da doenca
falciforme, disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects. (2)
Resultados expressos em numero de casos e percentual.

Investigando os pacientes no contexto de tratamento farmacoldgico e objetivando a
estratificacdo de grupos particularizados quanto ao uso de HU, observou-se, na tabela 11, que
cerca de 70,10% dos pacientes (n= 68) faziam uso de HU ha pelo menos 6 meses da data de
inicio do estudo. Destes pacientes, 19,11% (n= 13) pertencem ao grupo SSHU-0,5g, enquanto
58,82 e 22,07% pertencem aos grupos SSHU-1g (n= 40) e SSHU-> 1,5¢ (n= 15),
respectivamente.

Ainda pela anélise da tabela 11, verificou-se que setenta e quatro (74) pacientes
relataram que usaram algum tipo de outro medicamento, excetuando HU e &cido félico, no
prazo de um ano do inicio do estudo, correspondendo a 76,29% de toda a amostragem, sendo
0s mais citados a dipirona (39,19%), o omeprazol (14,86%) e o paracetamol (8,11%).

Cerca de 4 pacientes (5,41%) afirmaram ter administrado Exjade de 6 a 10 meses do inicio do
presente estudo.

Praticamente todos os pacientes (98,97%) faziam uso de &cido folico desde o inicio do
diagnostico da doenca e em apenas um prontuario (1,03%), nenhuma informacao foi encontrada

sobre 0 uso deste medicamento.


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects
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Tabela 11 — Caracterizacéo dos pacientes com anemia falciforme, quanto ao tratamento

Variaveis Frequéncia Percentual (%0)
Uso de HU
Nao 29 29,90
Sim 68 70,10
Dose de HU (n=68)
0,59 (grupo SSHU-0,59) 13 19,11
19 (grupo SSHU-1g) 40 58,82
> 1,59 (grupo SSHU-> 1,59) 15 22,07
Tempo de uso continuo de HU (em anos) (n=68)
05a5 33 48,53
6al0 28 41,17
>11 7 10,30
Uso de acido folico
Nao - --
Sim 96 98,97
N&o consta 1 1,03
Uso de outros medicamentos no ano anterior
Néo 15 15,46
Sim 74 76,29
Nao consta 8 8,25
Principais medicamentos de uso no ano anterior
Dipirona 29 39,19
Omeprazol 11 14,86
Paracetamol 6 8,11
Tylex 5 6,76
AAS 5 6,76
Losartana 4 541
Exjade 4 5,41
Cetoprofeno 3 4,05
Carbamazepina 3 4,05
Penicilina 3 4,05
Captopril 3 4,05
Puran T4 3 4,05

Fonte: Dados da pesquisa.

HU, hidroxiuréia; AAS, acido acetil salicilico. Nota: (1) Resultados expressos em nimero de casos e percentual.

6.1.1 Andlises da expressdo de genes relacionados a hipoxia em pacientes com anemia

falciforme

Ap0s a descricdo geral da populagédo de estudo, quanto as caracteristicas demograficas,

laboratoriais, clinicas e de tratamento, que identificam e qualificam os pacientes com AF, foi

mensurada e investigada, por gPCR-tempo real, a expressao de genes responsivos a condicao

de hipdxia. Aqui, a populacdo de estudo é caracterizada quanto a expressdo génica de HIF-/q,
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VEGF, ATM e ATR, e, quando possivel, tais achados s&o relacionados aos parametros peculiares
e inerentes a essa DF.

Sendo assim, mediante apreciacdo da tabela 12 e figura 19, pode-se observar que 0s
pacientes com AF apresentam uma elevacéo estatisticamente significante da expresséo de todos
0s genes aqui investigados, quando contrastados os valores da mediana de 229 aferidos no
grupo caso (pacientes falciformes) e grupo controle (individuos saudéveis), com valor p <0,01

em todas as analises.

Tabela 12 — Expressao génica de HIF-1a, VEGF, ATM e ATR em pacientes com anemia
falciforme

Gene Individuos Mediana (2-4€9) Intervalo Valor p

Grupo Controle 0,26 0,23

HIF-1a <0,01
Grupo Caso 0,77 0,76
Grupo Controle 0,15 0,15

VEGF <0,01
Grupo Caso 0,43 0,45
Grupo Controle 0,21 0,25

ATM <0,01
Grupo Caso 0,47 0,47

ATR Grupo Controle 0,19 0,21 <0.01
Grupo Caso 0,37 0,40

Fonte: Dados da pesquisa.

Grupo caso (pacientes com anemia falciforme); grupo controle (individuos saudaveis). Nota: (1) Teste de
significancia aplicado: Mann-Whitney. (2) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de
confianca. (3) Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.
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Figura 19 — Representacao gréafica da expressédo dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e
ATR de pacientes com anemia falciforme versus individuos saudaveis
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grupo caso (pacientes com anemia falciforme); grupo controle (individuos saudaveis); (A) Expresséo
de gene HIF-/a; (B) Expressdo do gene VEGF; (C) Expressdo do gene ATM; (D) Expressdo do gene

ATR. Nota: (1) Teste de significancia aplicado: Mann-Whitney. (2) Resultados expressos em mediana
e intervalo interquartil.

Nos cruzamentos das variaveis demograficas, tempo de uso de HU e concentracfes de
Hb F com a expresséo génica (TABELA 13), verifica-se que apenas entre os parametros de Hb
F e expressdo génica houve associacdo estatisticamente significante (HIF-7/a e VEGF versus
Hb F), visto que, nas demais variaveis, o valor p foi maior que o nivel de significancia adotado
de 5%.

Vale salientar que para esta analise, a variavel Hb F foi tratada em escalas de niveis de
concentragdes, utilizando-se de dois tipos de sistemas de categorizacdo, conforme
demonstrados em outras fontes da literatura: Categorizacdo tipo I, com 4 categorias, €
Categorizacao tipo 11, com 3 categorias.



114

Tabela 13 — Cruzamento da expressdo de genes relacionados a hipoxia e particularidades demogréficas e
clinicas de pacientes com anemia falciforme

Variaveis

Expressdo Génica (24<9)

HIF-1a  Valorp VEGF Valor p ATM Valor p ATR Valor p
Sexo
Masculino 0,78 (0,71) 0,45 (0,36) 0,48 (0,42) 0,41 (0,35)
- 0,49 0,49 0,65 0,47
Feminino 0,76 (0,85) 0,41 (0,48) 0,43 (0,48) 0,35 (0,43)
Faixa etaria
18 a 28 anos 0,63 (0,76) 0,34 (0,44) 0,38 (0,4) 0,36 (0,44)
29 a 39 anos 0,8 (0,91) 0,14 0,48 (0,4) 0,09 0,52 (0,37) 0,06 0,45 (0,45) 0,4
> 40 anos 0,94 (0,67) 0,45 (0,36) 0,63 (0,52) 0,33 (0,39)
Pressdo arterial sistélica
> 120 mmHg 0,85 (0,7) 0,35 (0,36) 0,42 (0,42) 0,33 (0,36)
0,76 0,33 0,38 0,17
<120 mmHg 0,7 (0,78) 0,45 (0,5) 0,48 (0,48) 0,41 (0,4)
Tempo de uso de HU (anos)
0,5a5 0,63 (0,59) 0,33 (0,37) 0,38 (0,28) 0,34 (0,28)
6al0 0,65 (0,45) 0,77 0,35 (0,35) 0,86 0,42 (0,34) 0,59 0,34 (0,38) 0,70
>11 0,46 (1,05) 0,32 (0,4) 0,32 (0,62) 0,65 (0,53)
Hb F - Categorizacéo |
<15% 0,992 (0,93) 0,452 (0,47) 0,51 (0,56) 0,44 (0,45)
15 a 20% 0,71%(0,7) <0,01 | 0,37% (0,36) 0,04 0,4 (0,42) 0,06 0,35 (0,32) 0,23
20,1 a 25% 0,43°(0,34) 0,28% (0,4) 0,27 (0,33) 0,64 (0,81)
>25% 0,57% (0,41) 0,2° (0,31) 0,42 (0,44) 0,27 (0,24)
Hb F - Categorizacgéo Il
<10% 0,86 (1,12) 0,477 (0,41) 0,51 (0,55) 0,39 (0,42)
10,1 a 20% 0,922 (0,65) <0,01 | 0,43% (0,48) 0,03 0,45 (0,47) 0,10 0,38 (0,37) 0,95
>20% 0,47 (0,4) 0,22° (0,35) 0,35 (0,31) 0,36 (0,45)

Fonte: Dados da pesquisa.

HU, hidroxiuréia; Hb F, hemoglobina fetal. Nota: (1) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianga. (2) Para as
variaveis Sexo e PAS foi utilizado o teste Mann-Whitney e para as variaveis Faixa etaria, Tempo de uso de HU e concentragdes de Hb F,
o0 Teste de Kruskall Wallis. (3) As letras nas caselas referem-se ao resultado do teste de comparagfes multiplas de Dunn. Letras diferentes
significam diferenca estatistica entre grupos. (4) Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.

Algumas das comorbidades/intercorréncias e manifestacfes/complicacdes clinicas
apresentadas pelos pacientes foram analisadas em cruzamentos com a expressao genética
(TABELAS 14 e 15, respectivamente), dos quais pode-se concluir que:

e Nas condicdes do experimento e populacdo estudada, existe relacdo significante do
gene HIF-/a com a crise convulsiva e colelitiase. Observa-se que quem nao teve crise
convulsiva apresenta expressdo de HIF-/a maior do que quem teve (0,82 > 0,45;
p=0,01), enquanto pessoas que apresentam colelitiase possuem uma menor expressao
génica do que as que ndo possuem (0,65 < 0,9; p=0,04).

e Existe relacdo do gene ATM com a presenca de cardiopatia e Ulceras de membros

inferiores. Nota-se que quem néo apresenta nenhuma cardiopatia exibiu uma maior
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expressdo génica do que quem € acometido por algum tipo de complicacdo cardiaca

(0,58 > 0,41; p=0,01). Pacientes com Ulceras nas pernas apresentam valores de ATM

menores do que quem ndo as tém (0,41 < 0,51; p=0,048).

Existe relacdo significante do gene ATR com a presenca de cardiopatia. Onde quem

ndo apresenta algum tipo de cardiopatia tem expressao maior do que quem é acometido
(0,48 > 0,34; p=0,048).

Embora tenham sido identificadas varias tendéncias estatisticas relevantes, nenhuma

associacao significante foi observada entre as varidveis analisadas e o0 gene VEGF.

Todos os demais cruzamentos ndo apresentaram diferencas significativas, pois 0s

valores p foram maiores que 0,05 (vide tabelas).

Tabela 14 — Associacdo da expressdo dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR com principais
comorbidades e intercorréncias clinicas de pacientes com anemia falciforme

Expressdo Génica (2°4€q)

Variaveis
HIF-1a Valor p VEGF Valor p ATM Valor p ATR Valor p
Problemas renais
N.ao 0,78 (0,68) 0,67 0,42 (0,41) 0,52 0,43 (0,46) 0,73 0,41 (0,4) 0,80
Sim 0,68 (1,03) 0,44 (0,54) 0,52 (0,65) 0,36 (0,46)
Cardiopatia
N.ao 0,86 (0,94) 0.11 0,45 (0,53) 0,07 0,58 (0,55) 0,01 0,48 (0,41) 0,048
Sim 0,66 (0,62) 0,36 (0,34) 0,41 (0,32) 0,34 (0,33)
Dispneia
N_ao 0,7 (0,68) 0,20 0,43 (0,52) 0,65 0,44 (0,44) 0,23 0,36 (0,33) 0,29
Sim 0,86 (0,67) 0,45 (0,3) 0,48 (0,52) 0,46 (0,51)
Astenia
N_ao 0,77 (0,78) 0,86 0,43 (0,49) 0,72 0,43 (0,46) 0.25 0,37 (0,39) 0,27
Sim 0,79 (0,75) 0,46 (0,33) 0,58 (0,45) 0,52 (0,79)
Hepatomegalia
Né&o 0,79 (0,77) 0,56 0,45 (0,48) 0,21 0,49 (0,39) 0,08 0,38 (0,43) 0,97
Sim 0,7 (0,65) 0,41 (0,35) 0,4 (0,43) 0,37 (0,4)
Crise convulsiva
N&o 0,82 (0,76) 0,01 0,44 (0,48) 0,13 0,48 (0,47) 0,07 0,39 (0,4) 0,90
Sim 0,45 (0,33) 0,24 (0,41) 0,29 (0,48) 0,33 (0,54)
HAS
Né&o 0,76 (0,8) 0,53 0,43 (0,46) 0,85 0,46 (0,46) 0,89 1]0,37(0,41) 0,86
Sim 0,8 (0,69) 0,46 (0,36) 0,56 (0,51) 0,37 (0,42)

Fonte: Dados da pesquisa.
HAS, hipertensdo arterial sistélica. Nota: (1) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianca. (2) Aplicado o
Teste de Mann-Whitney. (3) Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.
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Tabela 15 — Associagdo da expressdo dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR com principais
manifestacdes/complicacdes clinicas de pacientes com anemia falciforme

Expressdo Génica (2°A€9)

Variaveis
HIF-1a Valor p VEGF Valor p ATM Valor p ATR Valor p

AVC

Nao 0,8 (0,7) 0.08 0,44 (0,45) 0.07 0,49 (0,47) 0.10 0,39 (0,4) 0.21

Sim 0,48 (1,01) ’ 0,3 (0,46) ’ 0,38 (0,35) ’ 0,25 (0,37) ’
Crise vaso-oclusiva

Nao 0,7 (0,73) 0.55 0,43 (0,48) 0.92 0,48 (0,48) 0.66 0,4 (0,41) 0.90

Sim 0,96 (0,65) ’ 0,33 (0,38) ’ 0,41 (0,24) ’ 0,35 (0,35) ’
Colelitiase

N'ao 0,9 (0,84) 0,04 0,44 (0,48) 0.79 0,55 (0,57) 0.26 0,39 (0,4) 0.69

Sim 0,65 (0,68) 0,43 (0,39) 0,42 (0,42) 0,38 (0,41)
InfeccBes recorrentes

N.ao 071(0.76)  (gg | 044(049) .5 |048(048) ¢ 041(045) 4,

Sim 0,82 (0,75) 0,34 (0,41) 0,4 (0,36) 0,35 (0,29)
Necrose 6ssea

N.ao 0,76 (0,76) 0,59 0,43 (0,46) 0,82 0,46 (0,47) 0,98 0,41 (0,42) 0,97

Sim 0,8 (0,69) 0,39 (0,4) 0,47 (0,48) 0,36 (0,35)
Osteomielite

N'ao 0,76 (0,78) 0.75 0,43 (0,45) 0,69 0,47 (0,46) 0.71 0,37 (0,4) 0.42

Sim 0,78 (0,45) 0,48 (0,47) 0,48 (0,55) 0,63 (0,48)
Sequestro esplénico

N.ao 0,76 (0,75) 029 | 043 (0,43) 011 | 047 (0,46) 0.10 0,37 (0,4) 027

Sim 1,28 (0,4) 1,12 (0,18) 1,03 (0,61) 0,63 (0,22)
Sindrome toracica aguda

N.ao 085(089) (5 | 044(052) 55 |051(043) o9 0,4 (0,38) 0.94

Sim 0,67 (0,5) 0,41 (0,36) 0,42 (0,52) 0,35 (0,43)
Ulcera MMII

Nao 0,85 (0,87) 0,45 (0,48) 0,51 (0,48) 0,42 (0,41)

. 0,20 0,29 0,048 0,12
Sim 0,66 (0,58) 0,35 (0,36) 0,41 (0,36) 0,34 (0,44)

Fonte: Dados da pesquisa.

AVC, acidente vascular cerebral; Glcera MMII, Glcera em membros inferiores Nota: (1) Os valores p em negrito foram significativos,
com 95% de confianca. (2) Teste de Mann-Whitney. (3) Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil.

Nos cruzamentos entre 0s genes em estudo com variaveis relacionadas a dor, transfusdes

sanguineas e internagdes hospitalares decorrentes da doenca (TABELA 16), bem como com 0s

fenotipos de gravidade (TABELA 17), percebe-se uma associagédo significante apenas entre a

quantidade de episodios de dor no Gltimo ano e os genes VEGF e ATM, dado que, somente

nessas analises, os valores p obtidos foram menores que 5% (nivel de significancia constituido).

Portanto, pode-se concluir que pelo menos uma das categorias de quantidade de

episddios de dor difere das demais com relagdo ao valor do gene, e de acordo com o resultado
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do Teste de Dunn (letras ao lado do valor mediano), podemos afirmar quais categorias sdo
estatisticamente diferentes, a saber:

e O valor do gene VEGF é significantemente diferente nas categorias “<2” e “>8”, na
variavel: Quantidade de episodios de dor no Gltimo ano (valor de p = 0,02). Os
pacientes que apresentaram maior quantidade de crises algicas no dltimo ano
também apresentaram um maior nivel de expressdo de VEGF.

e A mesma situacdo anterior foi observada com o gene ATM, ou seja, 0s pacientes

que apresentaram maior quantidade de crises algicas no Gltimo ano também

apresentaram um maior nivel de expressao de ATM, com valor de p = 0,02.

Tabela 16 — Expressdo génica e variaveis relacionadas as crises algicas, transfusdes sanguineas e internacoes

de pacientes falciformes

Expressdo Génica (24€9)

Variaveis
HIF-1a Valor p VEGF Valor p ATM Valor p ATR Valor p

Crise algica

Néao 0,84 (0,99) 0,78 0,41 (0,74) 0,78 0,29 (0,62) 0,74 0,33 (0,63) 0,08

Sim 0,76 (0,76) 0,43 (0,44) 0,47 (0,47) 0,38 (0,4)
Quantidade de episodios de dor nos ultimos
3 anos

<2 0,7 (0,64) 0,4 (0,37) 0,46 (0,47) 0,36 (0,28)

3a4d 0,82 (0,88) 0,43 (0,51) 0,43 (0,4) 0,33 (0,52)

5a6 0,65 (0,85) 0,48 0,44 (0,58) 0,12 0,51 (0,48) 033 | 048(037) 027

7a8 1,02 (0,54) 0,35 (0,28) 0,41 (0,46) 0,27 (0,6)

>8 1,14 (1,32) 0,58 (0,31) 0,68 (0,47) 0,63 (0,43)
Quantidade de episodios de dor no ultimo ano

<2 0,63 (0,67) 0,33%(0,39) 0,38%(0,42) 0,35 (0,32)

3a4d 0,85 (0,9) 0,43% (0,46) 0,48% (0,49) 0,36 (0,45)

5a6 0,76 (0,64) 0,05 0,42% (0,49) 002 | 042®(0,42) 002 | 04303 030

7a8 0,65 (1,08) 0,52% (0,42) 0,51% (0,41) 0,63 (0,44)

>8 1,16 (0,62) 0,57° (0,42) 0,72 (0,47) 0,58 (0,55)
Quantidade de transfusGes

0 0,7 (0,76) 0,37 (0,32) 0,41 (0,54) 0,35 (0,23)

la5s 0,7 (0,64) 0,42 (0,51) 0,51 (0,53) 0,35 (0,48)

6al0 1,19 (0,72) 0,29 0,48 (0,35) 0,34 0,51 (0,52) 0,63 | 0,63(0,59) 0,53

11a15 1,08 (0,96) 0,54 (0,27) 0,48 (0,12) 0,37 (0,1)

>20 0,57 (0,51) 0,38 (0,28) 0,37 (0,14) 0,41 (0,41)
Reacdes transfusionais

Nao 0,78 (0,76) 0,43 (0,45) 0,47 (0,47) 0,38 (0,4)

Sim 0,34 (0) 0,22 0,14 (0) 0,19 0,13 (0) 0,13 0,21 (0) 0,29

(continua)
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Tabela 16 — Expressdo génica e variaveis relacionadas as crises algicas, transfusdes sanguineas e internacgdes
de pacientes falciformes

Expressdo Génica (24€9)

Variaveis
HIF-1a Valor p VEGF Valor p ATM Valor p ATR Valor p

Quantidade de internacGes decorrentes
da doenca

<5 0,82 (0,81) 0,45 (0,55) 0,48 (0,49) 0,36 (0,49)

6al0 0,7 (0,3) 0,4 (0,34) 0,32 (0,29) 0,34 (0,31)

11a15 1,02 (1,32) 0,72 0,35 (0,44) 0,70 0,43 (0,53) 0,86 | 0,59(0,43) 0,36

16 a20 0,67 (0,08) 0,31 (0,75) 0,37 (0,61) 0,41 (0,37)

>20 0,47 (1,07) 0,44 (0,27) 0,49 (0,28) 0,42 (0,37)
Quantidade de internagdes no ultimo ano
ano

0 0,71 (0,74) 0,43 (0,42) 0,47 (0,5) 0,35 (0,39)

1 0,77 (1,06) 0,48 0,4 (0,5) 0,67 0,51 (0,33) 0,62 | 0,39(0,46) 0,50

2 0,64 (0,51) 0,53 (0,56) 0,36 (0,57) 0,57 (0,17)

3 1,49 (1,82) 0,72 (0,79) 0,7 (0,73) 0,52 (1,07)

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: (1) Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. (2) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianca
(Teste de Mann-Whitney para as varidveis Crise algica e Reacdes transfusionais, e Kruskall Wallis nas demais). (3) As letras nas caselas
referem-se ao resultado do teste de comparagdes multiplas de Dunn. Letras diferentes significam diferenca estatistica entre grupos.

Tabela 17 — Classificacao fenotipica de risco de morte de pacientes falciformes versus expressao génica

Classificagédo
fenotipica de risco

Expressdo Génica (2-4€9)

de morte HIF-1a  Valorp | VEGF  Valorp ATM Valor p ATR Valor p
Leve 0,7 (0,77) 0,44 (0,49) 0,47 (0,38) 0,41 (0,41)
Intermediaria 107(0,96) 04 |042(048) 09 |051(0,7) 09 |034(0,62) 1,0
Grave 0,7 (0,66) 0,43 (0,32) 0,46 (0,55) 0,37 (0,43)

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: (1) Aplicado o Teste de Kruskall Wallis. (2) Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. (3) Classificacdo fenotipica
baseada na Calculadora de gravidade da doenca falciforme, disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects.

6.2 Estratificacdo e caracterizacdo dos grupos de estudo quanto ao uso de hidroxiuréia

Analisando os participantes do estudo quanto ao uso do medicamento HU, foram

estratificados dois grupos de pacientes: grupo SS, com 29 individuos sem uso de HU, e grupo

SSHU, composto por 68 representantes em terapia com HU. A tabela 18 expressa as principais

variaveis e andlises utilizadas para a caracterizacdo demografica e laboratorial dos pacientes

falciformes com e sem terapia de HU.


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/Projects
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Tabela 18 — Caracterizacdo demogréfica e laboratorial de pacientes falciformes, em terapia ou néo

com hidroxiuréia

Variaveis

Anélises estatisticas quanto a medicacdo HU

SS (n=29) SSHU (n=68) Valor p*
Sexo
Masculino 11 (37,93%) 30 (44,12%) -
Feminino 18 (62,07%) 38 (55,88%) -
Idade (anos) 36 (19; 61) £15,5 28 (18; 68) £15 0,04
Presséo arterial sistolica
> 120 mmHg 16 (55,17%) 19 (27,94%) 0,01
<120 mmHg 13 (44,83%) 48 (70,58%)
Nao consta -- 1 (1,47%)
IMC (kg/m?) 20,56 (16,71; 30,53) +4,62 21,61 (16,86; 33,65) £3,59 0,41
Perfil hematoldgico
Eritrécitos (milhdes/mms3) 2,4 (0,49) 2,6 (0,81) 0,16
Hemoglobina (g/dL) 8,2 (1,54) 9,9(2,1) <0,01
Hematdcrito (%) 23,5 (3,6) 29,3 (6) <0,01
VCM (fL) 99,26 (12,21) 112,69 (19,97) <0,01
HCM (pg) 34,81 (6,46) 38,8 (5,8) <0,01
CHCM (g/dL) 34,32 (3,59) 34,47 (1,96) 0,25
Leucdcitos (/mm3) 12190 (5870) 8496 (4124) <0,01
Neutréfilos (/mm3) 7134 (3346) 4180 (2862) <0,01
Plaquetas (/mm3) 449500 (175000) 326200 (123200) <0,01
Reticuldcitos (/mm3) 264300 (119295) 192600 (105300) <0,01
Reticulécitos (%) 10,6 (4,45) 8,22 (5,78) <0,01
Hb F (%) 9,1(4,85) 16,2 (11,13) <0,01
Perfil bioquimico
Uréia (mg/dL) 27 (19,5) 18 (8) 0,01
Creatinina (mg/dL) 0,6 (0,55) 0,5(0,2) 0,05
Lactato desidrogenase (U/L) 948 (516,5) 700 (444) <0,01
Acido drico (mg/dL) 5,2 (1,75) 4,35 (1,8) 0,04
Bilirrubina total (mg/dL) 3,29 (2,53) 2,32 (1,86) <0,01
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,67 (0,36) 0,36 (0,25) <0,01
Bilirrubina indireta (mg/dL) 2,6 (1,7) 1,9 (1,55) 0,02
Aspartato aminotransferase (U/L) 42 (21) 38 (20) 0,16
Alanina aminotransferase (U/L) 26 (21,5) 26 (24) 0,97
Fosfatase alcalina (U/L) 243,5 (124,5) 209,5 (101,25) 0,11
Gama glutamiltransferase (U/L) 47 (43) 39 (47,25) 0,23
Ferro (ug/dL) 273 (215,5) 121 (63,5) <0,01
Ferritina (ng/mL) 232 (557,35) 351,05 (579,38) 0,28

Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU; IMC, indice de massa
corporal; VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; Hb F, hemoglobina fetal. Nota: (*) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianga. Os
valores de sexo e PAS séo apresentados em nimero de casos e percentual. Os valores de idade e IMC representam as medianas
(minimo; maximo) e intervalo interquartil. Os valores dos perfis laboratoriais estdo expressos em mediana e intervalo interquartil.
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Consoante tabela acima, observa-se uma elevacéo significativa nos parametros de Hb,
hematdcrito, VCM, HCM e Hb F no grupo de pacientes em uso de HU, quando comparados
aos pacientes sem HU, bem como uma significante reducdo nos parametros de leucocitos,
neutrofilos, plaquetas, uréia, LDH, bilirrubina e ferro, dentre outros, em igual colacgéo.

A tabela 19 apresenta a frequéncia das principais manifestagdes clinicas e comorbidades
sentidas pelos pacientes que fazem uso de HU ou néo. Percebe-se, pelos dados apresentados,
que o ndmero de pessoas que sofrem/sofreram algum transtorno cardiopatico €
significantemente maior no grupo em terapia com HU (SSHU), em relagéo grupo sem HU (SS).
Em contrapartida, o grupo SS apresenta um namero proporcional significativamente maior de

individuos que reclamam de dispneia.

Tabela 19 - Frequéncia das complicagdes clinicas e comorbidades em pacientes falciformes, em
terapia ou ndo com hidroxiuréia

Analises estatisticas quanto a medicacédo HU

Variaveis

SS SSHU Valor p*

Problemas renais (n= 30) 9 (31,03%) 21 (31,82%) 0,94
Cardiopatia (n=42) 8 (27,59%) 34 (51,52%) 0,03
Dispneia (n= 54) 23 (79,31%) 31 (46,96%) 0,03
Astenia (n=58) 18 (62,06%) 40 (58,82%) 1,00
Hepatomegalia (n= 35) 8 (27,59%) 27 (40,91%) 0,22
Crise convulsiva (n=9) 0 (0%) 9 (13,64%) 0,05
AVC (n=15) 2 (6,9%) 13 (19,11%) 0,22
Crise vaso-oclusiva (n=12) 2 (6,9%) 10 (15,38%) 0,33
Colelitiase (n=51) 12 (41,38%) 39 (58,21%) 0,11
Infec¢bes recorrentes (n= 26) 5 (17,24%) 21 (31,82%) 0,14
Necrose dssea (n=14) 4 (13,79%) 10 (15,15%) 1,00
Osteomielite (n=5) 2 (6,9%) 3 (4,55%) 0,64
Priapismo (n=7)** 1 (9,09%) 6 (20%) 0,22
Sequestro esplénico (n= 15) 6 (20,68%) 9 (13,63%) 0,31
Sindrome toracica aguda (n= 43) 12 (41,38%) 31 (46,97%) 0,61
Ulcera MMII (n= 30) 7 (24,14%) 23 (34,33%) 0,32
Diabetes (n=1) 1 (3,45%) 0 (0%) 0,31
DST (n=23) 0 (0%) 3 (4,55%) 0,55
HAS (n=10) 2 (6,9%) 8 (12,12%) 0,72
Hepatite (n= 16) 7 (24,14%) 9 (13,64%) 0,21
Pneumonia (n= 61) 15 (51,72%) 46 (69,7%) 0,09
Malaria (n=0) 0 (0%) 0 (0%) -

Sepse (n=3) 0 (0%) 3 (4,55%) 0,55
Tuberculose (n=2) 0 (0%) 2 (3,03%) 1,00

Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU; AVC, acidente vascular
cerebral; Ulcera MMII, Glcera em membros inferiores; DST, doenga sexualmente transmissivel; HAS, hipertensdo arterial
sistélica. Nota: (1) *Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianca. (2) Resultados expressos em nimero
de casos e percentual. (3) **Considerado apenas pacientes do sexo masculino de cada grupo.
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Quanto as variaveis: crises algicas, transfusfes sanguineas e internagfes hospitalares

dos individuos do estudo, agrupados quanto ao uso ou ndao de HU, observou-se associacdo

estatistica significante apenas no parametro ‘quantidade de episddios de dor no Gltimo ano’ que

antecedeu a coleta de sangue dos mesmos (TABELA 20).

Tabela 20 - Frequéncias das variaveis relacionadas as crises algicas, transfusées e internacdes dos
pacientes falciformes, em terapia ou ndo com hidroxiuréia

Anélises estatisticas quanto a medicacao HU

Variavels SS SSHU Valor p*
Crise algica em histéria pregressa
Néao 1 (3,45%) 1(1,5%)
Sim 28 (96,55%) 66 (98,50%) 1,00
Total 29 (100%) 67 (100%)
Né&o consta -- 1
Quantidade de episédios de dor no Gltimo ano
<2 6 (20,69%) 35 (53,03%)
3ab 12 (41,37%) 25 (37,87%) <0,01
>6 11 (37,93%) 6 (9,09%)
Total 29 (100%) 66 (100%)
Né&o consta -- 2
Quantidade de transfusfes em historia pregressa
0 4 (13,79%) 13 (19,11%)
lab 14 (48,27%) 31 (45,58%)
6al0 7 (24,13%) 8 (11,76%) 0,43
11a15 2 (6,89%) 5 (7,35%)
> 20 2 (6,89%) 11 (16,17%)
Quantidade de transfusfes no Gltimo ano
0 23 (79,31%) 58 (85,29%)
lab 6 (20,68%) 9 (13,23%) 0,33
6all 0 1 (1,47%)
Quantidade de internacdes no ultimo ano
0 19 (65,52%) 50 (76,92%)
1 7 (24,14%) 10 (15,38%)
2 2 (6,9%) 4 (6,15%) 0,53
3 1 (3,45%) 1 (1,54%)
Total 29 (100%) 65 (100%)
Né&o consta -- 3

Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU. Nota: (1) *Os valores p
em negrito foram significativos, com 95% de confianca. (2) Resultados expressos em nimero de casos e percentual.

A figura 20 apresenta a distribui¢do de quantidade de episddios de dor relatada pelos

pacientes com e sem tratamento com HU.
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Figura 20 — Frequéncia de quantidade de episodios de dor relatada pelos pacientes do estudo
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Fonte: Dados da pesquisa.
Grupo SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); Grupo SSHU, pacientes falciformes em uso de HU. Nota: (A)
Representacdo esquematica de quantidade de episddios de dor nos ltimos trés anos. (B) Representacdo esquematica de quantidade
de episodios de dor no ultimo ano anterior ao estudo.

De acordo com os resultados da tabela 21, pode-se afirmar que ndo existe diferenca
estatisticamente significativa entre a classificacao fenotipica de risco de morte de quem faz uso
e de quem ndo usa a HU, pois o valor p obtido foi maior que o nivel de significancia adotado

de 5%.

Tabela 21 — Classificacdo fenotipica de risco de morte de pacientes com anemia
falciforme versus uso e ndo uso de hidroxiuréia

Classificacdo fenotipicade  Analises quanto ao uso de HU (n=95)

risco de morte SS SSHU valorp
Leve 18 (62,07%) 43 (65,15%)
Intermediaria 8 (27,59%) 10 (15,15%) 0,27
Grave 3 (10,34%) 13 (19,7%)
Total 29 (100%) 66 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU. Nota:
(1) Resultados expressos em numero de casos e percentual. (2) Classificacdo fenotipica baseada na
Calculadora de gravidade da doenca falciforme, disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/

Projects.

Realizou-se ainda o cruzamento da Hb F com o uso ou ndo de HU, tratando esse

parametro como uma varidvel categorica e utilizando-se de dois tipos de sistema de


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/%20Projects
http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/%20Projects
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categorizacdo. Em ambas as formas (Categorizagéo | e Categorizagéo Il), os resultados foram
significativos (valor p <0,05), revelando, mais uma vez, a associa¢ao positiva dessa Hb com o
uso de HU (TABELA 22).

Tabela 22 — Concentragdo de hemoglobina fetal de pacientes com anemia
falciforme versus uso e ndo uso de hidroxiuréia

Anélises quanto ao uso de HU (n=97)

Hb F Valorp”*
SS SSHU
Categorizagéo |
<15% 25 (86,21%) 27 (39,70%)
15a20% 4 (13,79%) 21 (30,89%) <0,01
20,1 a25% 0 (0%) 9 (13,23%)
>25% 0 (0%) 11 (16,17%)
Categorizacao Il
<10% 17 (58,62%) 16 (23,53%)
10,1 a 20% 12 (41,38%) 32 (47,05%) <0,01
>20% 0 (0%) 20 (29,42%)

Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de
HU; Hb F, hemoglobina fetal. Nota: (1) *Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de
confianga. (2) Resultados expressos em nimero de casos e percentual

6.2.1 Andlises da expressdo de genes relacionados a hipoxia em pacientes com anemia

falciforme, estratificados quanto ao uso de hidroxiuréia

A expressdo dos genes aqui analisados, HIF-/a, VEGF, ATM e ATR, foi realizada em
todos os pacientes participantes do estudo, estratificados segundo o uso (grupo SSHU) ou nédo
(grupo SS) de HU no tratamento. Vale ressaltar que, nas analises utilizando-se os valores de 2°
A4 todos os grupos de pacientes foram contrastados com o grupo controle (AA) a fim de
investigar possiveis alteracfes ou ndo da expressdo dos ja citados genes entre os trés grupos
(SS, SSHU, AA). No entanto, ao analisarmos os valores de 27224, foi levado em consideragdo
apenas a comparagédo dos grupos casos (grupos de pacientes) entre si.

Desta forma, ao mensurarmos e compararmos o nivel de expressdo dos genes em estudo
entre os pacientes com AF e individuos saudaveis, observa-se uma diferenca estatisticamente
significante entre todos os grupos analisados, com valor de p <0,01 e nivel de expressdo dos
grupos na seguinte ordem: grupo AA < grupo SSHU < grupo SS (TABELA 23/ FIGURA 21).
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Tabela 23 — Expressdo génica em resposta a hipdxia em pacientes com anemia falciforme, em terapia
ou ndo com hidroxiuréia, e individuos saudaveis (2-4€9)

Expressdo Génica (2:4€9)

Grupos de

estudo HIF-Ia V"’gor VEGF V"’gor ATM V"’gor ATR V"’gor
AA 0,26 (0,23) 0,15%(0,15) 0,212 (0,25) 0,197 (0,21)

SS 1,35 (0,87) <0,01 | 0,68°(0,32) <0,01| 0,77°(05) <0,01| 0,6°(0,5 <0,01
SSHU 0,63° (0,41) 0,33°(0,34) 0,39 (0,33) 0,34° (0,35)

Fonte: Dados da pesquisa.

AA, individuos saudaveis (grupo controle); SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes
em uso de HU. Nota: (1) O teste de significancia aplicado foi o de Kruskall Wallis e os resultados expressos em valor mediano e
intervalo interquartil. (2) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianga. (3) As letras nas caselas referem-
se ao resultado do teste de comparacdes multiplas de Dunn. Letras diferentes significam diferenca estatistica entre grupos.

Figura 21 — Expressdo génica em resposta a hipdxia em pacientes com anemia
falciforme, tratados ou ndo com hidroxiuréia e grupo controle
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Fonte: Dados da pesquisa.

AA, grupo controle (individuos saudaveis); SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU,
pacientes em uso de HU; (A) Expresséo do gene HIF-/a; (B) Expressdo do gene VEGF; (C) Expressédo do gene
ATM; (D) Expressédo do gene ATR. Nota: (1) Teste aplicado: Kruskall Wallis; pos teste: Comparagdes maltiplas
de Dunn. (2) Resultados: mediana e intervalo interquartil. (3) Letras diferentes significam diferenca estatistica
entre grupos.
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A tabela 24 apresenta a anélise da expressao génica entre 0s grupos de pacientes com e
sem tratamento com HU, corroborando os dados apresentados anteriormente, onde se observa
uma reducdo significativa na expressao de todos os genes do grupo de pacientes SSHU, quando
comparados ao grupo sem tratamento. Os valores foram expressos em mediana e intervalo

interquartil de 244¢q,

Tabela 24 — Expressao génica em resposta a hipoxia em pacientes com anemia falciforme, quanto ao
uso ou ndo de hidroxiuréia (2-44¢q)

Expressdo Génica (2-34€q)

Uso de HU
HIE-Ta Valor VEGE Valor ATM Valor ATR Valor
p p p p
SS 5,31 (3,45) 4,58 (2,2) 4,39 (2,85) 3,68 (3,05)
<0,01 0,01 <0,01 <0,01
SSHU 2,48 (1,63) 2,23 (2,28) 2,19 (1,86) 2,08 (2,12)

Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU. Nota: (1) Resultados
expressos em valor mediano e intervalo interquartil. (2) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianca, de
acordo com o Teste de Mann-Whitney.

A figura 22 apresenta de forma visual, em box-plot, os dados demonstrados
anteriormente, quanto ao cruzamento da expressdo dos genes (244¢9) e o0 uso ou ndo de HU

pelos pacientes do estudo.
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Figura 22 — Expressdo génica em resposta a hipoxia em pacientes com anemia
falciforme, tratados ou ndo com hidroxiuréia (244Cq)
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Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU; (A)
Expresséo do gene HIF-/q; (B) Expressdo do gene VEGF; (C) Expressdo do gene ATM; (D) Expressdo do
gene ATR. Nota: (1) Os resultados foram expressos em valor mediano e intervalo interquartil. (2) Os valores
p em negrito foram significativos, com 95% de confianca, de acordo com o Teste de Mann-Whitney.

Expressﬁo de mRNA de ATM (2‘“""‘)
Expressﬁﬂ de mRNA de ATR (2‘““"'}
.J-A.

Nas tabelas 25-29, os dados sdo apresentados em andlises de cruzamentos multiplos
simultaneos. Verticalmente, os valores p correspondem as andlises estatisticas das variaveis dos
individuos pertencentes ao mesmo grupo de estudo. Em cada linha horizontal, os valores p
dizem respeito a comparacéo da referida variavel (ou categoria) entre os grupos SSHU e SS.

Nos cruzamentos das variaveis sexo, faixa etaria e pressdo arterial sistolica (PAS) dos
grupos de pacientes, com e sem tratamento com HU, com o0s genes investigados, observou-se
uma diferenca estatisticamente significativa apenas entre os cruzamentos da PAS com 0s genes
VEGF (entre os membros do grupo SSHU (p = 0,03)), ATM (entre os membros de cada grupo:
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SSHU (p =0,03) e SS (p = 0,02)) e ATR (entre os membros do grupo SS (p <0,01)), conforme

demonstrado pela tabela 25.

Ao analisarmos cada variavel e/ou subcategorias, confrontado os valores de expressao

génica mensurados no grupo SS com os do grupo SSHU (vide linhas horizontais da tabela 25),

pode-se concluir que o uso de HU foi capaz de induzir uma redug&o significativa na expressao

génica em, praticamente, todos 0s parametros.

Obs.: Para esta analise, a variavel idade foi categorizada em faixas etarias para melhor

avaliacdo.

Tabela 25 — Associacdo da expressao dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR com variaveis demogréficas de
pacientes com anemia falciforme, em terapia ou ndo com hidroxiuréia

HIF-1a VEGF ATM ATR
Varidveis  ggpHy ss V2| sshu ss V2 sshHu ss V| sshu s valr
Sexo - g : :
Feminino 0,65 (0,6) 1,37 (0,9) | <0.01| 0,33 (0,4) 0,67 (0,4) | <0.01| 0.4 (0.3) 0,81 (0,4) | <0.01| 0,35 (0,4) 0,68 (0,5) | <0,01
Masculino 0,62 (0,4) 1,29 (0,6) |<0,01| 0,32 (0,3) 0,75(0,4) |<0,01| 0,38(0,3) 0,77 (0,6) |<0,01 | 0,34(0,3) 0,48 (0,5) | 0,12
valorpt 0,67 096 0,97 093 | - | o085 093 | - | 076 0,26
Faixa etéria (anos)
18a28  054(06) 1,32(L2) |<0.01|022(04) 0,66(07)|<0.01| 0,3(0,3) 0,92 (08) |<001|0,34(04) 0,54 (0,4) | 008
20239 07(03) 1,69(0,8) |<001| 04(03) 077(0.3) |<001|045(0.2) 081(03) |<0,01|035(03) 0,76 (0.4) | <0,01
>40 0,63(0,6) 1,14 (0,6) | <0,01|0,35(0,3) 0,58 (0,3) | 0,02 | 0,4 (0,5 0,77 (0,4) | 0,02 | 0,34 (0,3) 0,33(0,7) | 0,27
Valor pb 0,57 0,60 0,24 0,48 0,23 0,91 0,95 0,34
PAS (mmHg)
>120 0,62(0,6) 1.2(0,9) |<001|021(02) 057(03) |<0.01|0,28(0,2) 0,65(0,3) [<0.01 | 0,26 (0,4) 0,45 (0,4) | 0,07
<120 063 (04) 148(0,9) |<001 |0,42(0.4) 077 (0,5) |<001 [042(0,3) 0.95(0.4) |<001 |035(03) 0.86(05) |<001
Valor pa 0,43 0,16 0,03 0,13 - 0,03 0,02 0,12 <0,01

Fonte: Dados da pesquisa.
SSHU, pacientes falciformes em uso de hidroxiuréia (HU); SS, pacientes falciformes sem uso de HU; PAS, pressao arterial sistélica. Nota:

(1) Resultados expressos em valor mediano de 2°2¢4 e intervalo interquartil. (2) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de
confianca. (3) @ Teste de Mann-Whitney. (4)  Teste de Kruskall Wallis.

Com relacdo aos cruzamentos entre as complicacdes clinicas e intercorréncias

apresentadas pelos pacientes com AF, com e sem tratamento com HU, e a expressdo génica
investigada, identificou-se que a Unica associacgdo estatisticamente significativa foi no grupo SS
(entre os membros do mesmo grupo), mais precisamente quanto ao gene ATM e problemas
renais (valor p = 0,048). Os individuos que apresentaram problemas renais expressaram
também niveis de ATM mais elevados, em relagdo aos individuos que declararam ndo terem

alguma perturbacéo ou disfuncdo renal (TABELA 26).
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Comparando a expressdo génica entre os grupos SS e SSHU, observamos que 0 grupo

SSHU apresentou niveis significantemente mais baixos em quase todas as varidveis e

parametros (vide linhas horizontais da tabela 26).

Tabela 26 - Associacdo da expressdo dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR com principais caracteristicas
clinicas e comorbidades de pacientes com anemia falciforme, em terapia ou ndo com hidroxiuréia

HIF-1a VEGF ATM ATR
Variaves  sshy  ss VA sshu oss V| sshu ss V') ssHu ss VA
p p p p

Diabetes

Néo 0,63 (0,4) 1,37(0,9) |<0,010,33(0,3) 0,68(0,3) |<0,01|0,39(0,3) 0,81(0,5) [<0,01|0,34(0,4) 0,63(0,5) |<0,01
Sim - 1,01 (0,0) | - - 0,68 (0,0) | - - 0,63(0,0) | - - 0,31 (0,0) -
Valor p - 0,47 - - 1,00 - - 0,55 - - 0,28 -

HAS

N4o 0,63(0,4) 1,39 (0,9) [<0,01| 0,32 (0,4) 0,66 (0,3) [<0,01| 0,38 (0,3) 0,84 (0,6) [<0,01 | 0,34 (0,4) 0,6 (0,5) | <0,01
Sim 0,64 (0,7) 1,06(0,1) | 0,4 |0,39(0,3) 0,73(0,1) | 0,04 | 0,45(0,5 0,7(0,2) | 0,53 | 0,37 (0,4) 0,53(0,4) | 0,53
Valor p 0,95 0,34 - 0,89 0,52 - 0,48 0,67 - 0,72 0,67 -

AVC

Néo 0,66 (0,4) 1,35(0,9) [<0,01] 0,33(0,3) 0,68 (0,3) |[<0,01| 0,4(0,3) 0,84(0,5) [<0,01|0,34(0,4) 0,6(0,5) |<0,01
Sim 0,45(,6) 14704 | 01 |0,19(04) 05(,4) |0,37]0,32(0,3) 0,59(0,4)|0,31|0,25(0,3) 0,43(0,5) | 0,69
Valor p 0,10 0,80 - 0,28 0,26 - 0,45 0,23 - 0,62 0,34 -

InfeccBes recorrentes

N4o 0,63(0,4) 1,37 (0,9) [<0,01|0,35(0,3) 0,73 (0,5)[<0,01| 0,4(0,3) 0,81 (0,7) [<0,01| 0,34 (0,4) 0,63 (0,5) | <0,01
Sim 0,63(0,7) 1,14(0,9) | 0,01 | 0,25(0,4) 0,66 (0,2) | 0,01 | 0,36 (0,3) 0,67 (0,3) |<0,01 | 0,34 (0,2) 0,43(0,6) | 0,38
Valor p 0,58 0,64 - 0,46 0,82 - 0,52 0,62 - 0,31 0,73 -

Crise vaso-oclusiva

Néo 0,62 (0,4) 1,35(0,9) |<0,01| 0,33(0,4) 0,68(0,3) |<0,01| 0,38(0,3) 0,77 (0,4) |<0,01 | 0,34 (0,4) 0,6 (0,5) | <0,01
Sim 0,84 (0,6) 1,41(0,3) | 0,06 | 0,3(0,4) 0,75(0,9) | 0,36 | 0,4(0,2) 0,76(0,7) | 0,36 | 0,35 (0,3) 0,64 (0,9) | 0,91
Valor p 0,15 0,93 - 0,37 0,93 - 0,49 0,67 - 0,63 1,00 -

Colelitiase

N4o 0,76 (0,6) 1,39 (0,9) [<0,01 | 0,24 (0,3) 0,68 (0,5) [<0,01 | 0,38 (0,4) 0,9 (0,5) |<0,01| 0,33(0,4) 0,6(0,2) | 0,01
Sim 0,58 (0,4) 1,31(0,9) [<0,01| 0,36 (0,4) 0,62 (0,4) |<0,01| 0,41(0,3) 0,72 (0,5) |<0,01| 0,35(0,4) 0,58 (0,5) | 0,03
Valor p 0,07 0,86 - 0,61 0,40 - 0,97 0,12 - 0,70 0,76 -

Necrose 6ssea

Néo 0,62 (0,5) 1,39(0,9) [<0,01| 0,33(0,4) 0,74(0,3) |<0,01| 0,38 (0,3) 0,84 (0,5) |<0,01| 0,34 (0,4) 0,6(0,5) | <0,01
Sim 0,7(0,4) 1,11(0,7) | 0,05 | 0,33(0,4) 0,47 (0,3) | 0,52 | 0,44 (0,5) 0,62 (0,5) | 0,3 |0,36(0,2) 0,51(0,6) | 0,64
Valor p 0,24 0,45 - 0,49 0,08 - 0,54 0,23 - 0,47 0,49 -

Osteomielite

N&o 0,63(0,5) 1,39(0,9) |<0,01| 0,33(0,4) 0,71(0,3) [<0,01| 0,38 (0,3) 0,77 (0,5) [<0,01 | 0,34 (0,4) 0,6 (0,5) | <0,01
Sim 0,71(0,2) 1,11(0,3)| 0,2 |0,57(0,7) 0,39(0,2) | 0,8 | 0,48(0,6) 0,67 (0,5)| 0.8 |0,63(0,3) 052(0,7)| 1.0
Valor p 0,59 0,44 - 0,19 0,07 - 0,56 0,49 - 0,15 0,67 -

Sequestro esplénico

Néo 0,63 (0,4) 1,32(0,9)[<0,01|0,33(0,3) 0,67(0,3) |<0,01| 0,39(0,3) 0,77 (0,5) |<0,01 | 0,34 (0,4) 0,57 (0,5) | <0,01
Sim 1,03(0,9) 1,39(0,8) [0,041 | 0,52 (0,7) 1,1(0,1) |0,048| 0,71 (0,8) 1,21(0,1) | 0,06 | 0,57 (0,6) 0,69 (0,2) | 0,15
Valor p 0,28 0,91 - 0,41 0,19 - 0,4 0,15 - 0,5 0,72 -

(continua)
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Tabela 26 - Associacdo da expressdo dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR com principais caracteristicas
clinicas e comorbidades de pacientes com anemia falciforme, em terapia ou ndo com hidroxiuréia

HIF-1a VEGF ATM ATR
Variaves  sspy  ss V4| ssHu oss V| sshu ss V') ssHu ss VA
p p p p

Sindrome toréacica aguda

Néo 0,67(0,7) 1,39(0,7) [<0,01| 0,33(0,4) 0,75(0,4) |<0,01| 0,4(0,3) 0,84(0,5) |<0,01|0,35(0,3) 0,6 (0,4) | <0,01
Sim 0,63 (0,3) 1,11(1,0) [<0,01| 0,32 (0,3) 0,53(0,4) | 0,01 | 0,3(0,3) 0,66(0,5)|0,02|0,33(0,4) 057(0,7) | 0,13
Valor p 0,66 0,27 - 0,91 0,07 - 0,71 0,19 - 0,71 0,93 -

Ulcera MMII

Né&o 0,65(0,7) 1,44(0,9) [<0,01| 0,33(0,3) 0,69(0,3) |<0,01| 0,4(0,3) 0,9(05) |<0,01]|0,36(0,3) 0,63(0,5)| 0,01
Sim 0,62(0,2) 1,13(0,8) [<0,01 | 0,33(0,3) 0,52(0,7) | 0,03 | 0,35(0,3) 0,6(0,4) |<0,01| 0,28 (0,3) 0,46 (0,5) | 0,02
Valor p 0,73 0,26 - 0,76 0,56 - 0,15 0,13 - 0,16 0,72 -

Problemas renais

Néo 0,65(0,5) 1,21(0,9) |<0,01| 0,32 (0,3) 0,62 (0,3) |[<0,01]| 0,38(0,3) 0,72 (0,5) |<0,01|0,35(0,3) 0,57 (0,5) | 0,02
Sim 0,62 (0,5 1,6(0,6) [<0,01|0,37(0,4) 0,78(0,7) |<0,01| 0,4 (0,4) 1,11 (0,6) |<0,01| 0,34 (0,3) 0,67 (0,6) | <0,01
Valor p 0,98 0,20 - 0,85 0,12 - 0,62 0,048 - 0,35 0,37 -

Cardiopatia

Néo 0,65(0,7) 1,48(0,9) [<0,01| 0,42 (0,5) 0,71(0,4) |<0,01| 0,43(0,5) 0,9(0,6) |<0,01]| 0,37 (0,4) 0,68(0,4) | <0,01
Sim 0,62(0,4) 1,12(0,8) | 0,01 | 0,29 (0,3) 0,67 (0,3) |<0,01| 0,34 (0,3) 0,65(0,4) |[<0,01| 0,34(0,2) 0,37(0,5) | 0,56
Valor p 0,85 0,31 - 0,54 0,73 - 0,12 0,35 - 0,69 0,08 -

Dispineia

Néo 0,62 (0,4) 1,48(0,7) [<0,01| 0,24 (0,4) 0,71(0,4) |<0,01 | 0,38(0,3) 0,77 (0,5) |<0,01| 0,34 (0,3) 0,48 (0,4) | 0,02
Sim 0,66 (0,7) 1,21(0,9) [<0,01| 0,35(0,3) 0,62(0,3) |<0,01| 0,4(0,3) 0,81(0,6) |<0,01]| 0,34(0,5) 0,67 (0,6) | 0,02
Valor p 0,41 0,51 - 0,88 0,98 - 0,50 0,81 - 0,81 0,34 -

Astenia

Néo 0,64 (0,4) 1,35(0,9) [<0,01| 0,32 (0,4) 0,71(0,3) |<0,01| 0,38 (0,3) 0,77 (0,6) |[<0,01| 0,34 (0,3) 0,54 (0,5) | <0,01
Sim 0,55(0,6) 1,34(0,9) | 0,03 | 0,38 (0,3) 0,62(0,6) | 0,02 | 0,49 (0,3) 0,92(0,3) | 0,01 |{0,39(0,7) 0,93(0,7)| 0,21
Valor p 0,47 0,70 - 0,72 0,90 - 0,34 0,43 - 0,65 0,15 -

Hepatomegalia

Néo 0,66 (0,6) 1,29 (0,9) [<0,01| 0,35(0,4) 0,68 (0,4) |<0,01| 0,42 (0,4) 0,77 (0,7) |<0,01| 0,34 (0,4) 0,54 (0,5) | 0,02
Sim 0,56 (0,5) 1,44 (0,8) [<0,01 | 0,25(0,3) 0,72(0,4) |<0,01| 0,29 (0,3) 0,81(0,3) |[<0,01| 0,34 (0,3) 0,79(0,6) | <0,01
Valor p 0,61 0,22 - 0,22 0,26 - 0,06 0,79 - 0,96 0,24 -

Crise convulsiva

Néo 0,66 (0,5 1,35(0,9) [<0,01| 0,33(0,3) 0,68(0,3) |<0,01| 0,4(0,3) 0,77 (0,5) |<0,01|0,34(0,4) 0,6 (0,5) | <0,01
Sim 0,45 (0,3) - - 10,24(0,4) - - 10,29 (0,5) - - 10,33(0,5) - -
Valor p 0,07 - - 0,67 - - 0,42 - - 0,53 - -

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de hidroxiuréia (HU); SS, pacientes falciformes sem uso de HU; HAS, hipertensao arterial sistolica; AVC,
acidente vascular cerebral; Glcera MMII, Glcera em membros inferiores. Nota: (1) Resultados expressos em valor mediano de 249 e intervalo
interquartil. (2) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianga. (3) Teste de Mann-Whitney.

Quanto as variaveis alusivas a presenca de crises algicas, quantidade de episodios de

dor e de internagdes hospitalares em tempo proximo ao do estudo (até 12 meses), nenhuma

associacao foi considerada significativa & 95% de confian¢a, quando comparados individuos

dentro de um mesmo grupo (tanto SS como no SSHU) (TABELA 27).
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A tabela 28 também ndo apresenta nenhuma significncia entre os membros de mesmo

grupo, quando avaliados a expressdo génica e fendtipo de gravidade de risco de morte. No

entanto, ao analisarmos ambas as tabelas (27 e 28) na sua estrutura horizontal, observamos uma

reducdo na expressdo dos genes no grupo SSHU em comparagdo ao grupo SS, com algumas

significancias importantes.

Tabela 27 - Associacao da expressao dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR com variaveis relacionadas as crises
algicas e internagdes hospitalares de pacientes com anemia falciforme, em terapia ou ndo com hidroxiuréia

HIF-1a VEGF ATM ATR
Variaveis  sspy 55 Y4 ssHu ss | ssu ss V| sshu ss VA
p p p° p

Crise algica

Néo 0,66 (0,3) 1,48(0,0) 0,67 |031(0,1) 0,94(0,0) |0,67 [0,29(0,0) 09 (0,0) |067 |029(0,1) 0,87(0,0) |0,67
Sim 0,63(0,4) 1,32(0,9) [<0,010,33(0,4) 0,67(0,3) |<0,010,39(0,3) 0,77 (0,5) |<0,01|0,34(0,4) 0,57 (0,5) |<0,01
Valor p? 0,85 0,81 - 0,88 0,28 - 0,45 0,77 - 0,51 0,28 -
Quantidade de episddios de dor no

altimo ano

<2 0,56 (0,4) 1,69 (0,5) |<0,01| 0,21 (0,4) 0,73(0,2) |<0,01| 0,29 (0,3) 0,9 (0,5) |<0,01| 0,34 (0,3) 0,58(0,5) | 0,03
2a6 0,70(0,7) 1,15(0,9) | 0,01 | 0,38 (0,3) 0,72 (0,6) |<0,01 | 0,43 (0,4) 0,74(0,7) | 0,02 | 0,34 (0,3) 0,54 (0,5) | 0,09
>6 0,63(0,4) 1,27(0,8) |<0,01| 0,43 (0,4) 0,58(0,3) |0,11 | 0,44 (0,3) 0,77(0,3) | 0,01 | 0,48 (0,4) 0,67 (0,5) | 0,22
Valor p” 0,62 0,60 - 0,32 0,92 - 0,14 0,91 - 0,77 0,98 -
Quantidade de internagdes no
Gltimo ano

0 0,64 (0,4) 1,48(0,8) [<0,01] 0,32(0,4) 0,66 (0,3) [<0,01 | 0,38(0,3) 0,77 (0,4) [<0,01| 0,34 (0,3) 0,48 (0,6) |<0,01
1 0,37(0,9) 1,13(1,1) | 0,02 | 0,29 (0,3) 0,74(0,7) | 0,01 | 0,45(0,4) 0,77(0,8) | 0,03 | 0,35(0,6) 0,67 (0,4) | 0,23
2 0,49 (0,4) 1,07 (0,4) | 0,13 | 0,34(0,5) 0,66(0,2) | 0,27 | 0,3(0,1) 1,09(1,0)|0,13|0,57(0,4) 0,57(0,1) | 1,0
3 0,84 (0,0) 2,66(0,0)| 1,0 | 0,43(0,0) 1,22(0,0) | 1,0 | 0,43(0,0) 1,16(0,0) | 1,0 | 0,21(0,0) 1,28(0,0) | 1,0
Valor p° 0,45 0,28 - 0,96 0,41 - 0,90 0,55 - 0,41 0,39 -

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de hidroxiuréia (HU); SS, pacientes falciformes sem uso de HU. Nota: (1) Resultados expressos em

valor mediano de 224%4 ¢ intervalo interquartil. (2) 2 Teste de Mann-Whitney. (3) ° Teste de Kruskall Wallis.

Tabela 28 - Classificacdo fenotipica de risco de morte de pacientes com anemia falciforme, em terapia ou ndo
com hidroxiuréia, versus expressao génica

Classificagdo HIF-Ia VEGF ATM ATR

fenotipica de

risco de SSHU SS Valor | ooy SS Valor | sopyu SS Valor | ooy sS Valor

morte p? p? p? p?

Leve 0,65(0,4) 1,37(1,0) |<0,01|0,33(0,4) 0,73(0,4) |<0,01| 0,4(0,3) 0,72(0,7) |<0,01|0,34(0,4) 0,54 (0,4)| 0,01

Intermediaria 0,56 (0,8) 1,41 (0,8) | 0,01 0,21 (0,3) 0,62(0,3) | 0,01 0,27 (0,4) 0,92 (0,4) | 0,01 |0,34(0,3) 0,58 (0,7) | 0,46

Grave 0,62 (0,6) 1,1(1,1) | 0,08 |0,37(0,3) 0,79(0,5) | 0,01 |0,41(0,5) 0,77 (0,2) | 0,15 | 0,34 (0,4) 0,74 (0,3) | 0,02
Valor p 0,96 0,80 - 0,48 0,55 0,48 0,90 - 0,99 0,81

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de hidroxiuréia (HU); SS, pacientes falciformes sem uso de HU. Nota: (1) Resultados expressos em valor
mediano de 2-2¢4 ¢ intervalo interquartil. (2) Teste de Kruskall Wallis. (3) Classificacdo fenotipica baseada na calculadora de gravidade da

doenca falciforme, disponivel em http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/ Projects.


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/%20Projects
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Ao se investigar a associagdo da concentracdo da Hb F nos grupos SSHU e SS com a

expressdo dos genes HIF-/a, VEGF, ATM e ATR, foi utilizado novamente os dois critérios de

escalas de concentracdo mais relevantes na literatura para esta variavel, sendo a tabela 29

dividida em categorizacdo | e Il para a concentracdo de Hb F.

Entretanto, uma relacdo significantemente estatistica foi observada apenas na

associacao do gene HIF-/a e grupo SSHU (Categorizacdo 11, anélise vertical) (p = 0,03), onde

se observa uma elevacao na expressdo do gene entre individuos que apresentam concentragdo

de Hb F no intervalo de 10,1 a 20%, em relacdo aos demais individuos do mesmo grupo.

Igualmente, observa-se que, ao se confrontar a expressdo dos genes dentro de um mesmo

pardmetro (andlise horizontal), os individuos do grupo SSHU exibem uma menor expressao

génica que individuos do grupo SS.

Tabela 29 — Associacéo da concentracdo de hemoglobina fetal de pacientes com anemia falciforme, em terapia
ou ndo com hidroxiuréia, com os genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR

HIF-1a VEGF ATM ATR

HOF sshu s V"gaor SSHU ss Vj‘o'fr SSHU  SS VZ'aor SSHU  SS V";'aor
Categorizacéo |

<15%  0,65(0,6) 1,39(0,9) | <001 |033(04) 0,71(0.4) | <001 |0,39(0.2) 084 (0,5) | <001 | 0,33(0.4) 067 (0,5)| <0,01
15a20% 0,7(07) 114(0,8)| 004 |035(0,4) 062(0,3)| 011 |038(04) 0,62(0,6)| 008 |035(03) 043(0,7)| 0,55
201a25% 043(03) - 028(04) - - o213 - - loes(08) - :
>25%  058(04) - 0.2 (0,3) : - loa24 - - o2t - :
valorp 008 049 075 041 | - 072 049 - | o041 oss ]
Categorizagéo Il
<10%  059(05) 1,54(L0) | <001 |0,36(0.4) 0,58 (0,5) | <0,01 | 0.31(02) 0,84(0.6) | <0,01 |0.33(03) 0,605 | 001
101a20% 07 (07) 131(07)| <001 |0.32(04) 073 (03) | <0,01 | 0,39 (0.4) 072 (03) | <0,01 | 0,34 (0,3) 0,62(05)| ©01
>20%  047(04) - 022(03) - - loss03 - - loss5 - -
valorp 003 069 048 066 | - 081 081 - | o0e4 089 -

Fonte: Dados da pesquisa.
SSHU, pacientes falciformes em uso de hidroxiuréia (HU); SS, pacientes falciformes sem uso de HU; Hb F, hemoglobina fetal. Nota: (1) Teste
de significancia: Kruskall Wallis. (2) Resultados expressos em valor mediano de 2“9 e intervalo interquartil. (3) Os valores p em negrito

foram significativos, com 95% de confianca.
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6.3 Estudo de parametros e indicadores em pacientes com anemia falciforme,
estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia

Com o intuito de melhor investigar a resposta do paciente ao uso de HU, perante 0s
marcadores aqui investigados, bem como avaliar a correlacéo e influéncia do tratamento com a
expressao de genes responsivos a hipoxia, o grupo SSHU fora estratificado, consoante as doses
administradas em uso diario, em trés subgrupos (grupos SSHU-0,5g (n= 13); SSHU-1g (n=40)
e SSHU->1,5g (n= 15), sendo, posteriormente, confrontados e analisados seus parametros
clinicos e laboratoriais, como descritos a seguir.

A tabela 30 descreve os individuos em tratamento caracterizados e especificados
conforme doses usuais do medicamento. Nela, observa-se a relacdo das caracteristicas
demograficas e parametros hematolégicos e bioquimicos dos pacientes que fazem uso de HU
particularizados por dose do farmaco, na qual se pode verificar que os individuos do grupo
SSHU->1,5g apresentam uma elevacédo significativa dos parametros VCM (p<0,01) e Hb F
(p<0,01) e uma reducdo dos niveis de LDH (p=0,03) e AST (p=0,04), quando comparados com
individuos dos grupos SSHU-0,5g e SSHU-1g.

Tabela 30 — Caracterizacdo demogréfica e laboratorial de pacientes falciformes, estratificados segundo
dose do medicamento hidroxiuréia

Variaveis SSHU Valor
SSHU-0,5¢g SSHU-1g SSHU->1,5¢g p
Sexo
Feminino 10 (76,92%) 22 (55%) 6 (40%) 0.15
Masculino 3 (23,08%) 18 (45%) 9 (60%)
Presséo arterial sistolica (PAS)
> 120 mmHg 3 (23,08%) 12 (30%) 4 (26,67%) 093
<120 mmHg 10 (76,92%) 28 (70%) 11 (73,33%)
Faixa etaria
18 a 28 anos 4 (30,77%) 19 (47,5%) 11 (73,33%)
29 a 39 anos 6 (46,15%) 13 (32,5%) 2 (13,33%) 0,08
40 anos ou mais 3 (23,08%) 8 (20%) 2 (13,33%)
IMC (kg/m?) 22,59 (16,86; 28,89) 21,40 (16,9; 33,65) 21,34 (19,46; 30,03) 0,73
Tempo de uso de HU (anos)
05a5 5 (38,46%) 22 (55%) 6 (40%)
6al0 7 (53,85%) 15 (37,5%) 6 (40%) 0,20
>11 1 (7,69%) 3 (7,5%) 3 (20%)

(continua)
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Tabela 30 — Caracterizacdo demogréfica e laboratorial de pacientes falciformes, estratificados segundo
dose do medicamento hidroxiuréia

Variaveis SSHU Valor
SSHU-0,5¢g SSHU-1g SSHU->1,5¢g p
Perfil hematol6gico
Eritrdcitos (milh6es/mm3) 2,7 (0,92) 2,5 (0,6) 3,2 (1,38) 0,2
Hemoglobina (g/dL) 10,3 (2,93) 9,8 (1,95) 10,4 (1,7) 0,13
Hematdcrito (%) 29 (9,7) 29,05 (6,35) 31,6 (7,13) 0,14
VCM (fL) 107,82 (22,48) 111,672 (16,03) 125,45 (13,55) <0,01
HCM (pg) 38,14 (8,49) 38,84 (5,7) 40 (8,26) 0,06
CHCM (g/dL) 35,24 (2) 34,35 (2,14) 35,51 (2,93) 0,17
Leucdcitos (/mm3) 10310 (4424,25) 8512,5 (3002,75) 7742 (4339,5) 0,39
Neutrofilos (/mm3) 4948 (1882,25) 3874,5 (1919) 3321 (3586,25) 0,37
Plaquetas (/mmg) 383000 (51925) 313350 (140250) 312900 (118050) 0,22
Reticuldcitos (/mmg) 180700 (203110) 207850 (80600) 187000 (121900) 0,97
Reticuldcitos (%) 7,8 (8,95) 8,27 (3,78) 8,4 (7,23) 0,81
Hb F (%) 13,7% (5,55) 15,22 (9,53) 25,9° (7,48) <0,01
Perfil bioquimico

Uréia (mg/dL) 17 (7) 18 (7) 18 (13,5) 0,51
Creatinina (mg/dL) 0,5 (0,16) 0,5(0,3) 0,6 (0,2) 0,66
Lactato desidrogenase (U/L) 1039? (387,25) 713,5% (356,25) 619° (232,25) 0,03
Acido drico (mg/dL) 3,85 (0,98) 4,5 (1,78) 4,75 (1,85) 0,48
Bilirrubina total (mg/dL) 2,29 (2,54) 2,39 (1,59) 2,29 (1,56) 0,22
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,47 (0,18) 0,36 (0,3) 0,27 (0,16) 0,69
Bilirrubina indireta (mg/dL) 1,82 (2,36) 1,97 (1,27) 1,89 (1,56) 0,44
Aspartato aminotransferase (U/L) 49° (39,5) 37,5% (16,25) 29° (20) 0,04
Alanina aminotransferase (U/L) 33 (18,75) 26 (30,25) 23 (24,25) 0,51
Fosfatase alcalina (U/L) 236,5 (203,25) 205 (127,25) 212 (102) 0,53
Gama glutamiltransferase (U/L) 35 (148,25) 39 (49,5) 56 (60,5) 0,56
Ferro (ug/dL) 116,5 (108,5) 124 (57,25) 111 (65) 0,61
Ferritina (ng/mL) 330 (263,03) 363,1 (576,05) 355,1 (829,28) 0,45

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU: pacientes falciformes em uso de hidroxiuréia (HU) (0,5g, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15); IMC, indice de massa corporal;
VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular
média; Hb F, hemoglobina fetal. Nota: (1) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianca. (2) Os valores de
sexo, PAS, faixa etaria e tempo de uso de HU sdo apresentados em nimero de casos e percentual. (3) Os valores de IMC representam
as medianas (minimo; méaximo). (4) Os dados laboratoriais estdo expressos em mediana e intervalo interquartil. (5) Os testes
aplicados foram os de Exato de Fisher, Mann-Whitney (IMC), Kruskall Wallis (perfil laboratorial). (6) As letras em algumas caselas
referem-se ao resultado do teste de comparagdes maltiplas de Dunn. Letras diferentes significam diferenga estatistica entre grupos.
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Nas tabelas 31 e 32, caracteristicas e principais intercorréncias clinicas dos pacientes,

classificados em grupos segundo dosagem do medicamento, sdo apresentadas e contrapostas

com a finalidade de se investigar possiveis efeitos benéficos e diferenciais em decorréncia do

uso de posologias distintas. Contudo, ndo foram identificadas evidéncias pertinentes que

propusessem associacdo significante entre as variaveis expostas nas referidas tabelas com a

dosagem de HU, uma vez que o valor p resultante dos testes foram todos maiores que o nivel

de significancia adotado no estudo (0,05).

Tabela 31 — Frequéncia das complicacGes clinicas e comorbidades de pacientes falciformes,
estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia

SSHU

Variaveis Valor p
SSHU-0,5g SSHU-1g SSHU->1,5¢g

AVC 0 (0%) 8 (20%) 3 (23,08%) 0,23?
Crise vaso-oclusiva 3 (23,08%) 5 (12,5%) 2 (15,38%) 0,492
Colelitiase 6 (46,15%) 25 (62,5%) 7 (53,85%) 0,49P
Infecgdes recorrentes 4 (30,77%) 10 (25%) 7 (53,85%) 0,172
Necrose 0ssea 1 (7,69%) 8 (20%) 1 (7,69%) 0,442
Osteomielite 1 (7,69%) 2 (5%) 0 (0%) 12

Sequestro esplénico 2 (15,38%) 8 (20%) 5 (33,33%) 0,602
Sindrome torécica aguda 6 (46,15%) 21 (52,5%) 4 (30,77%) 0,402
Ulcera MMII 2 (15,38%) 17 (42,5%) 3 (23,08%) 0,162
Problemas renais 3 (23,08%) 14 (35%) 4 (30,77%) 0,822
Cardiopatia 3 (23,08%) 23 (57,5%) 8 (61,54%) 0,082
Dispneia 6 (46,15%) 12 (30%) 7 (53,85%) 0,24°
Astenia 1 (7,69%) 6 (15%) 1 (7,69%) 0,772
Hepatomegalia 4 (30,77%) 18 (45%) 5 (38,46%) 0,692
Crise convulsiva 1 (7,69%) 5 (12,5%) 3 (23,08%) 0,602
HAS 1 (7,69%) 4 (10%) 3 (23,08%) 0,562

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de HU (0,5g, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15); AVC, acidente vascular cerebral; Ulcera
MMII, Glcera em membros inferiores; HAS, hipertenséo arterial sistolica. Nota: (1) ® Teste Exato de Fisher. (2) P Teste
Qui-Quadrado. (3) Resultados expressos em nimero de casos e percentual.



135

Tabela 32 - Frequéncia das variaveis relacionadas as crises algicas e internagdes hospitalares de
pacientes falciformes, estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia

L SSHU
Variaveis Valor p
SSHU-0,59 SSHU-1g SSHU->1,5¢g

Crise algica

Né&o 1 (7,69%) 0 (0%) 0 (0%) 0,64

Sim 12 (92,31%) 40 (100%) 14 (93,33%)

N&o consta -- - 1 (6,67%)
Quantidade de episodios de dor no altimo ano

<2 8 (61,54%) 22 (55%) 5 (33,33%)

3a6 4 (30,77%) 14 (35%) 7 (46,66%) 0,88

> 6 1 (7,69%) 4 (10%) 1 (6,66%)

N&o consta -- - 2 (13,33%)
Quantidade de internag6es no Gltimo ano

0 11 (84,62%) 32 (80,0%) 7 (46,66%)

1 2 (15,38%) 5 (12,5%) 3(20,0%)

2 0 (0%) 2 (5,0%) 2 (13,33%) 0,20

3 0 (0%) 0 (0%) 1 (6,66%)

N&o consta -- 1 (2,5%) 2 (13,33%)

Fonte: Dados da pesquisa.
SSHU, pacientes falciformes em uso de HU (0,59, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15). Nota: (1) Teste de significAncia: Exato de
Fisher. (2) Resultados expressos em nimero de casos e percentual.

Quanto a avaliacdo do risco de morte em 5 anos, embora nenhuma relagdo
estatisticamente significante tenha sido identificada, observa-se que mais de 60% dos
individuos pertencentes a cada grupo foi classificado como sendo de fenétipo leve da doenca.
Em condicdo de grave risco, estdo cerca de 23,08% dos pacientes tanto do grupo SSHU-0,5¢g
como do grupo SSHU->1,5g, e 17,5% dos integrantes do grupo SSHU-1g (TABELA 33).

Tabela 33 — Classificacdo fenotipica de risco de morte de pacientes com anemia
falciforme, estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia

Classificacéo fenotipica de SSHU (n=66)
) Valor p
risco de morte SSHU-0,5¢g SSHU-1g SSHU->1,5¢g
Leve 0(69,23%) 26 (65%) 8 (61,54%)
Intermediaria 1 (7,69%) 7 (17,5%) 2 (15,38%) 0,95
Grave 3(2308%) 7 (17.5%) 3 (23,08%)

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de HU (0,5g, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=13). Nota: (1) Teste de
significancia: Exato de Fisher. (2) Resultados expressos em nimero de casos e percentual. (3) Classificacdo
fenotipica baseada na calculadora de gravidade da doenca falciforme, disponivel em
http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/ Projects.


http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/%20Projects
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Considerando os mesmos critérios aplicados anteriormente, a Hb F também foi avaliada
utilizando-se de 2 sistemas distintos de categorizagdo, um com 4 pardmetros e outro com 3
parametros (TABELA 34). Em ambos os sistemas de categorizacao, pode-se observar que 0s
cruzamentos entre os niveis de Hb F e a estratificacdo dos grupos pela posologia apresentaram

associagOes de grande relevancia, com valor p de < 0,01.

Tabela 34 — Concentracédo de hemoglobina fetal de pacientes com anemia falciforme,
estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia

Hb E SSHU

Valor p
SSHU-0,5g SSHU-1g SSHU->1,5¢g

Categorizacao |

<15% 8 (61,54%) 19 (47,5%) 0 (0%)

15a20% 5 (38,46%) 14 (35%) 2 (13,33%) <001

20,1 a 25% 0 (0%) 4 (10%) 5 (30,77%)

>25% 0 (0%) 3 (7,5%) 8 (53,85%)
Categorizacao Il

<10% 4 (30,77%) 12 (30%) 0 (0%)

10,1 a20% 9 (69,23%) 21 (52,5%) 2 (13,33%) <0,01

>20% 0 (0%) 7 (17,5%) 13 (86,67%)

Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de HU (0,5¢, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15); Hb F, hemoglobina fetal. Nota:
(1) Os valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianga. (2) Teste Exato de Fisher. (3)
Resultados expressos em ndmero de casos e percentual.

6.3.1 Anélises da expressdo de genes relacionados a hipoxia em pacientes com anemia

falciforme, estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia

O estudo da expresséo dos genes HIF-/a, VEGF, ATM e ATR em pacientes falciformes
também levou em consideracdo aqueles que estavam sob tratamento com a HU em dosagens
distintas de posologia diaria. Dessa forma, foi avaliada a expressdo génica dos pacientes,
distribuidos nos grupos SSHU-0,5g, SSHU-1g e SSHU->1,5¢g, para andlise da influéncia da
dose do medicamento sobre a expressdo dos referidos genes. Oportunamente, esses grupos
foram comparados aos demais grupos do estudo (AA e SS) para ampliar o universo da avaliagdo
génica na doenga.

Na figura 23, é apresentado o cruzamento entre a expressao génica (2°24% e os grupos
classificados de acordo com a dose de medicamento. Da analise da referida figura, pode-se

concluir que:
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A expressao do gene HIF-/a de quem toma HU na dose 0,5g (3,92, 11Q = 2,05)
é significantemente maior (p < 0,01) do que quem toma o medicamento nas
doses 1g (2,43, 1Q = 1,52) e >1,5¢g (1,75, 11Q = 1,11), ou seja, quanto maior a
dose de HU, menor a expressao de HIF /o (FIGURA 23 A).

O gene VEGF de quem toma HU na dose de 0,59 (3,4, 11Q= 2,83) esta
substancialmente superexpresso em relacdo a quem toma nas doses 19 (1,93, 11Q
=1,98) e >1,5g (1,36, 11Q = 1,36), com valor p = 0,01 (FIGURA 23 B). Da
mesma forma que no item anterior, doses mais elevadas de HU estéo
relacionadas a uma menor expressdo génica.

A expressdo génica de ATM dos individuos que usam HU na dose de 1g (1,82,
11Q =1,84) € consideravelmente reduzida em comparacao aos individuos de 0,59
(3,28, 11Q = 2,08) (p < 0,01). Porém, nenhuma diferenca estatistica foi observada
entre os grupos SSHU-1g e SSHU->1,5¢g (2,18, 11Q = 2,17), ou entre 0S grupos
SSHU-0,5g e SSHU->1,5g (FIGURA 23 C).

Quanto ao gene ATR de quem toma HU na dose de 1g (1,73, 11Q = 1,66), €
expressamente reduzida sua concentracdo (p < 0,01) em relagdo ao demais
pacientes que fazem uso de HU em outras dosagens, a saber: grupo SSHU-0,5g
(2,96, 11Q = 1,83) e grupo SSHU->1,5g (2,7, 11Q = 2,77) (FIGURA 23 D).
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Figura 23 - Expressdo génica em resposta a hipdxia em pacientes com anemia falciforme,
estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia
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Fonte: Dados da pesquisa.

SSHU, pacientes falciformes em uso de HU (0,5g, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15); (A) Expressao do gene HIF-
1a; (B) Expressdo do gene VEGF; (C) Expressdo do gene ATM; (D) Expressao do gene ATR. Nota: (1) Os
valores p em negrito foram significativos, com 95% de confianca. (2) Resultados expressos em mediana. (3)
Os testes aplicados foram os de Kruskall Wallis e pds teste de comparagdes maltiplas de Dunn. (4) Letras
diferentes significam diferenca estatistica entre grupos.

Quanto a comparacédo dos grupos em tratamento com o grupo sem tratamento com HU
(2°4€9), a figura 24 descreve as andlises das expressdes dos genes de estudo, nas quais, conclui-
se:

e Os grupos SSHU-1g (0,62; 11Q = 0,37) e SSHU->1,5¢g (0,44; 11Q = 0,28)
apresentam reducdo estatisticamente significante (p < 0,01) da expresséo do
gene HIF-/a, em relacdo aos grupos SSHU-0,5¢g (0,99; 11Q = 0,52) e SS (1,35;
11Q = 0,87) (FIGURA 24 A).
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N&o houve diferenga significante entre a expressao dos grupos SSHU-0,5g e
SS, ou entre os grupos SSHU-1g e SSHU->1,5g.

Ao comparar 0s grupos em tratamento com o grupo sem tratamento, observa-se
uma reducéo da expressao de VEGF (p = 0,01) nos grupos SSHU-1g (0,28; 11Q
= 0,29) e SSHU->1,5¢g (0,20; 11Q = 0,35), em relagdo ao grupo SSHU-0,5¢
(0,50; 11Q =0,42) e grupo SS (0,68; 11Q = 0,32) (FIGURA 24 B).

Nenhuma diferenca significante entre a expresséo dos grupos SSHU-0,5g e SS,
ou entre os grupos SSHU-1g e SSHU->1,5¢g, foi observada.

A comparagdo 229 entre os grupos com e sem tratamento evidencia uma
reducdo significante da expressao de ATM nos grupos SSHU-1g (0,32; 11Q =
0,32) e SSHU->1,5¢ (0,38; 11Q = 0,38), em referéncia ao grupo SS (0,77; 11Q =
0,5). Além disso, observa-se uma apreciavel diferenca na expressdo do gene no
grupo SSHU-1g, quando comparado ao grupo SSHU-0,5g (0,58; 11Q = 0,37)
(FIGURA 24 C).

Interessantemente, nenhuma expressiva diferenca foi observada entre 0s grupos
SSHU->1,5g e SSHU-0,5g. N&o houve diferenga significante entre a expressao
dos grupos SSHU-0,5g e SS.

Quanto ao gene ATR, observou-se uma reducdo significante (p < 0,01) da
expressao do gene no grupo SSHU-1g (0,28; 11Q = 0,27), em relagdo aos demais
grupos do estudo (SSHU-0,5g (0,48; 11Q = 0,30); SSHU->1,5¢g (0,44; 11Q =
0,45) e SS (0,6; 11Q = 0,5)) (FIGURA 24 D).

Curiosamente, nenhuma diferenca relevante foi encontrada entre 0s grupos
SSHU->1,5g, SSHU-0,5¢ e SS.
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by

Figura 24 - Expressdo génica em resposta a hipoxia em pacientes com anemia
falciforme, estratificados segundo dose do medicamento hidroxiuréia e sem tratamento
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Fonte: Dados da pesquisa.

SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU) (n=29); SSHU, pacientes falciformes em uso de HU
(0,59, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15); (A) Expressdo do gene HIF-Ia; (B) Expressdo do gene VEGF; (C)
Expressdo do gene ATM; (D) Expresséo do gene ATR. Nota: (1) Os valores p em negrito foram significativos,
com 95% de confianca. (2) Teste de Kruskall Wallis e pos teste de comparagBes mdltiplas de Dunn. (3)
Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil. (4) Letras diferentes significam diferenca estatistica
entre grupos.

Para finalizar, a figura 25 apresenta todos os grupos estudados, lado a lado, para se
verificar a relagéo entre eles, quanto a expressao dos genes em foco. Ao confrontar todos os
grupos juntos, observa-se que:

e A mensuracgdo do gene HIF-/a nos grupos SS (1,35; 11Q = 0,87), SSHU-0,5g (0,99;
11Q = 0,52) e SSHU-1g (0,62; 11Q = 0,37) encontra-se superexpressa em relacéo ao
grupo controle AA (0,26; 11Q = 23). Os grupos SSHU-1g e SSHU->1,5g (0,44; 11Q
= 0,28) demonstraram reducdo significante na expressdo do gene, quando

comparados ao grupo SS. O grupo SSHU->1,5g apresentou expressiva reducdo de
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HIF-/a, em relagéo ao grupo SSHU-0,5¢g, e valores similares ao grupo AA (FIGURA
25 A).

Na analise da expressdo do gene VEGF, os grupos SS (0,68; 11Q = 0,32), SSHU-0,5¢
(0,50; 11Q = 0,42) e SSHU-1g (0,28; 11Q = 0,29) apresentam-se superexpressos em
relacdo ao grupo AA (0,15; 11Q = 0,15). Os grupos SSHU-1g e SSHU->1,5¢g (0,20;
11Q = 0,35) demonstraram expressiva reducdo do gene em comparagao ao grupo SS
(FIGURA 25 B).

N&o houve diferenca significante entre os grupos em tratamento, e entre 0 grupo
SSHU->1,5g ¢ AA.

Quanto ao gene ATM, também foi identificado aumento significante em sua
expressao nos grupos SS (0,77; 11Q =0,5) e SSHU-0,5¢ (0,58; 11Q = 0,37), em relacéo
ao grupo AA (0,21; 11Q = 0,25). Individuos que tomam HU nas doses de 1g (0,32;
11Q =0,32) e ->1,5g (0,38; 11Q = 0,38) demonstraram uma expressiva reducao génica
em comparacdo aos individuos sem HU, assim como os individuos do grupo SSHU-
1g também exibiram consideravel reducéo do gene ATM, quando comparados aos do
grupo SSHU-0,5g (FIGURA 25 C).

Mais uma vez, ndo foi observada nenhuma diferencga significativa entre os grupos SS
e SSHU-0,5g, e entre os grupos AA, SSHU-1g e SSHU->1,5¢.

O gene ATR demonstrou estar superexpresso nos grupos SS (0,6; 11Q = 0,5), SSHU-
0,59 (0,48; 11Q = 0,30) e SSHU->1,5g (0,44; 11Q = 0,5), em relacdo ao grupo AA
(0,29; IQ = 0,21). O grupo SSHU-1g (0,28; 11Q = 0,27) exibiu reducao expressiva
de ATR, quando confrontado com demais grupos de pacientes (FIGURA 25 D).

Os grupos AA e SSHU-1g, bem como os grupos SS, SSHU-0,5g e SSHU->1,5¢g nédo

apresentaram diferenca significativa na expressdo génica entre si.
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Figura 25 - Expressdo dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR em individuos saudaveis e
pacientes com anemia falciforme, estratificados segundo dose do medicamento
hidroxiuréia e sem tratamento
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Fonte: Dados da pesquisa.

AA, individuos saudaveis (grupo controle, n=73); SS, pacientes falciformes sem uso de hidroxiuréia (HU) (n=29);
SSHU, pacientes falciformes em uso de HU (0,59, n=13; 1g, n=40; >1,5g, n=15); (A) Expresséo do gene HIF-/q;
(B) Expressao do gene VEGF; (C) Expressdo do gene ATM; (D) Expressao do gene ATR. Nota: (1) Os valores p
em negrito foram significativos, com 95% de confianca. (2) Teste de Kruskall Wallis e pds teste de comparac6es

multiplas de Dunn. (3) Resultados expressos em mediana. (4) Letras diferentes significam diferenca estatistica
entre grupos.

6.4 Analises da correlacdo entre os niveis de expressdo de genes relacionados aos
mecanismos de hipdxia e parametros clinico-laboratoriais de pacientes com anemia
falciforme

Ao se estudar duas ou mais variaveis, faz-se de grande pertinéncia buscar desvendar se
elas tém algum relacionamento interdependente entre si, isto é, se de alguma forma, valores
altos (ou baixos) de uma das varidveis implicam em valores altos (ou baixos) da outra variavel.
Neste contexto, essa relagdo pode indicar que uma variavel pode ter uma influéncia direta/
indireta sobre a outra, hipotetizando uma correlagdo estreita, ou mesmo dependente.

Quando se trata de correlagdo concordante, podemos ter dois tipos de resultados
esperados: correlacao positiva ou correlagdo negativa. Quando a correlacao entre as variaveis €
positiva, 0 comportamento de ambas serd& 0 mesmo, assim quando uma aumenta a outra

aumenta, e quando uma delas diminui a outra também diminui. Agora, quando a correlagdo é
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negativa, as variaveis apresentam comportamento inverso, ou seja, quando uma das variaveis
aumenta a outra diminui, e vice-versa.

No tocante aos cruzamentos dos parametros clinico-laboratoriais com os genes de
hipdxia, observa-se a presenca de varias correlagdes significativas. Enquanto a tabela 35
apresenta 0s cruzamentos entre as variaveis hematoldgicas e bioquimicas com a expressao
génica, a tabela 36 expde o comportamento (tipo) das correlagdes que foram significativas por

esta investigacao.

Tabela 35 — Correlagéo entre genes responsivos a hipoxia e parametros clinico-laboratoriais de
pacientes com anemia falciforme

Coeficiente de correlacdo — “r”

Variaveis

HIF-1a VEGF ATM ATR
Eritrdcitos (milh6es/mm3) -0,15 -0,14 0,03 -0,02
Hemoglobina (g/dL) - 0,32** - 0,28** -0,17 -0,19
Hematdcrito (%) - 0,32** -0,30** -0,17 -0,16
VCM (fL) - 0,29** -0,28** - 0,29** -0,14
HCM (pg) -0,41%* - 0,35** - 0,43** -0,27**
CHCM (g/dL) -0,17 -0,12 -0,08 -0,04
Leucdcitos (/mms3) 0,43** 0,37** 0,30** 0,26*
Neutrofilos (/mm3) 0,40** 0,42** 0,34** 0,31**
Plaquetas (/mm3) 0,33** 0,34** 0,33** 0,20*
Reticuldcitos (/mm3) 0,34** 0,26** 0,34** 0,38**
Reticulécitos (%) 0,23* 0,15 0,18 0,31**
Hemaoglobina F (%) - 0,39** -0,33** - 0,26% -0,14
Hemaoglobina S (%) 0,42** 0,32** 0,26* 0,15
Uréia (mg/dL) 0,14 0,06 0,09 0,06
Creatinina (mg/dL) 0,16 0,04 0,09 0,10
Lactato desidrogenase (U/L) 0,25* 0,24* 0,22* 0,11
Acido Urico (mg/dL) 0,20 0,24* 0,19 0,11
Bilirrubina total (mg/dL) 0,24* 0,19 0,12 0,09
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,30** 0,18 0,23* 0,15
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,19 0,16 0,08 0,06
Aspartato aminotransferase (U/L) 0,17 0,11 0,06 0,10
Alanina aminotransferase (U/L) 0,24* 0,08 0,14 0,25*
Fosfatase alcalina (U/L) 0,11 0,19 0,09 0,04
Gama glutamiltransferase (U/L) - 0,09 0,17 0,04 0,11
Ferro (pg/dL) 0,49** 0,47** 0,563** 0,45**
Ferritina (ng/mL) - 0,06 0,05 -0,09 -0,02

Fonte: Dados da pesquisa.

VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média. Nota: (*) significante a 95% de confianga; (**) significante a 99% de confianga. Teste de significancia
aplicado: Correlacdo de Pearson.
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Tabela 36 — Classificacdo das correlacGes significativas entre a expressao génica e parametros
clinico-laboratoriais de pacientes com anemia falciforme

Classificacao de correlacéo

Variaveis
HIF-1a VEGF ATM ATR
Hemoglobina (g/dL) Negativa Negativa - -
Hematdcrito (%) Negativa Negativa - -
VCM (fL) Negativa Negativa Negativa -
HCM (pg) Negativa Negativa Negativa Negativa
Leucacitos (/mms3) Positiva Positiva Positiva Positiva
Neutrofilos (/mm3) Positiva Positiva Positiva Positiva
Plaquetas (/mmg) Positiva Positiva Positiva Positiva
Reticuldcitos (/mm3) Positiva Positiva Positiva Positiva
Reticuldcitos (%) Positiva - - Positiva
Hemoglobina F (%) Negativa Negativa Negativa -
Hemoglobina S (%) Positiva Positiva Positiva -
Lactato desidrogenase (U/L) Positiva Positiva Positiva -
Acido drico (mg/dL) - Positiva - -
Bilirrubina total (mg/dL) Positiva - - -
Bilirrubina direta (mg/dL) Positiva - Positiva -
Alanina aminotransferase (U/L) Positiva - - Positiva
Ferro (pug/dL) Positiva Positiva Positiva Positiva

Fonte: Dados da pesquisa.

VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média. Nota (1) Classificagdo obtida a partir da

Correlacéo de Pearson.

As figuras de 26 a 29 exibem as CorrelagGes de Pearson entre os niveis de expressao

dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR, respectivamente, e as variaveis clinico-laboratoriais,

cujas analises foram significantes.
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Figura 26 - Analise de correlagdo dos niveis de expressao do gene HIF-1« e variaveis clinico-laboratoriais
em pacientes com anemia falciforme
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Figura 27 - Andlise de correlacao dos niveis de expressdo do gene VEGF e variaveis clinico-laboratoriais em
pacientes com anemia falciforme
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Figura 28 - Analise de correlacdo dos niveis de expressdo do gene ATM e variaveis clinico-laboratoriais

em pacientes com anemia falciforme
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Figura 29 - Andlise de correlacdo dos niveis de expressdo do gene ATR e variaveis clinico-laboratoriais
em pacientes com anemia falciforme
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Com o proposito de também investigarmos a influéncia que a expressao e ativacéo de
um gene possa induzir sobre a expressdo de um outro, a analise da correlagdo entre os genes de
estudo foi mensurada a partir do Teste de Correlagcdo de Pearson, evidenciando uma correlacéo
significante e positiva entre todos os genes de estudo, conforme demonstrada pela tabela 37,

com variagéo de significancia de 95% ou 99%.

Tabela 37 - Analise de correlacé@o entre os genes responsivos a hipoxia
de pacientes com anemia falciforme

Coeficiente de correlacéo — “r”

Variaveis HIF-1a VEGF ATM ATR
HIF-1a 1 0,68** 0,70** 0,53**
VEGF - 1 0,79** 0,64**
ATM - - 1 0,64*
ATR - - - 1

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: (*) significante a 95% de confianga; (**) significante a 99% de confianca. Teste de
significancia aplicado: Correlacéo de Pearson.
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7 DISCUSSAO

As evidéncias clinicas e epidemioldgicas da AF ndo nos deixam duvidas de que esta
hemoglobinopatia tem um relevante impacto na morbimortalidade da populacdo acometida pela
doenga, sendo reconhecida como a mais grave dentre as enfermidades falciformes e um
preocupante problema de saude publica mundial (CONRAN; TORRES, 2019; PIEL, 2016).

Este é o primeiro estudo, que temos conhecimento, que investiga a expressdo de genes
envolvidos na angiogénese e em mecanismos de danos e reparos ao DNA em pacientes com
AF e em resposta a condicdo de hipdxia, causante do desenvolvimento e agravamento da
doencga. Adicionalmente a isso, trata-se de uma investigacao singular da associagéo e influéncia
dose-efeito da HU na transcricdo de HIF-1/a, VEGF, ATM e ATR, e interposi¢do em parametros
clinicos e laboratoriais de pacientes falciformes.

Ap6s pouco mais de 100 anos desde sua primeira descri¢do na literatura, esta doenca
continua sendo alvo de diversos estudos que visam melhor entender e explicar as consequéncias
decorrentes da presenca da Hb S no individuo e a demasiada heterogeneidade observada tanto
nas manifestac@es clinicas e sintomas, como na resposta do paciente ao tratamento. Além disso,
ainda h& muito a se esclarecer sobre os impactos e efeitos diversos dos fatores ambientais e
genéticos sobre o desenvolvimento, gravidade e prognostico da doenca.

Depreende-se, entretanto, que 0s mecanismos e componentes fisiopatolégicos ainda nao
estdo completamente esclarecidos e que diversos sdo os fatores que interferem e influenciam
no estado clinico do paciente. Torna-se de salutar importancia, portanto, o surgimento e
continuidade de estudos e pesquisas que busquem ampliar tal conhecimento, a partir do
conhecimento do préprio paciente e da forma que a doenca se manifesta e progride nele. Deste
modo, serd possivel fornecer estratégias terapéuticas e/ou farmacoldgicas mais eficazes e
eficientes, que promovam uma melhor predicdo do quadro clinico individual e vias de manejo
de tratamento e intervengdes mais acertadas, com mais seguranca e menos efeitos adversos e
indesejaveis.

Este estudo vem ao encontro dessas inquiri¢cbes sobre a AF, tendo como foco principal
investigar a doenca a partir de uma caracteristica que Ihe é peculiar, comum e motriz, e muitas
vezes é esquecida ou subestimada, a hipoxia.

Pacientes com AF foram caracterizados mediante biomarcadores hematologicos e
bioquimicos e manifestacdes clinicas apresentadas pelos mesmos, sendo, a posteriori, avaliados

0 uso da HU e a expressdo de genes envolvidos nos mecanismos de hipoxia nesses pacientes.
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A caracterizacdo da populagdo de estudo demonstrou ser constituida, em sua maioria,
por individuos provenientes da zona rural (interior) e do sexo feminino. O perfil laboratorial e
clinico retratado nesta populacdo assemelha-se aqueles relatados na literatura (CARVALHO et
al., 2015; CESAR et al., 2019; MAKANI et al., 2018; MEHER et al., 2019), revelando um alto
grau de anemia e hemdlise, baixas taxas de Hb e hematdcrito, reticulocitose, leucocitose, niveis
elevados de LDH, bilirrubinas, transaminases e ferritina.

Aproximadamente metade dos pacientes examinados relataram algum tipo de
complicacdo ou intercorréncia relacionada a doenca, tais como colelitiase, dispneia, astenia,
cardiopatia, STA e infeccBes por pneumococos em historia pregressa de vida. Dentre as
complicagdes cardiacas, as mais mencionadas foram: insuficiéncia mitral e tricispide,
taquicardia, dilatacdo do ventriculo esquerdo e da raiz da aorta, aumento do atrio D e/ou E,
refluxo tricispide, mitral e adrtico, sopro sistélico pancardiaco, derrame pericardico, arritmia,
miocardiopatia dilatada, déficit de relaxamento ventricular, prolapso mitral, hipertrofia
concéntrica e sobrecarga ventricular.

Dos pacientes que informaram episddios constantes de pneumonia em
infancia/juventude, cerca de 10% deles afirmaram terem sido acometidos por mais de 20
ocorréncias da doenca. NUmeros igualmente preocupantes foram observados quanto a
frequéncia de outras complicacdes clinicas averiguadas, como por exemplo, a frequéncia de
problemas renais e Ulceras em membros inferiores em cerca de um terco dos pacientes,
infeccdes recorrentes em quase 30% dos individuos e eventos de hepatomegalia em 36,08%.
Dentre os problemas renais descritos pelos pacientes do corrente estudo, frisam-se:
hiperecogenicidade das piramides aumentadas, nefropatia parenquimatosa (difusa crénica
bilateral ou unilateral), nefrocalcinose, insuficiéncia renal, proteindria, nefrolitiase e
glomerulonefrite difusa aguda (GNDA). Dos pacientes do sexo masculino, cerca de 17,08%
relataram ja terem apresentado pelo menos um episédio de priapismo. NUmeros semelhantes
aos citados acima, de frequéncia de complicacdes clinicas em pacientes falciformes, também
foram descritos nos trabalhos de Belini Junior et al. (2015) e Alves (2012), em estudos
conduzidos nos estados do Rio de Janeiro e Bahia, respectivamente.

Quanto a informacdo sobre historico de crises algicas, quase todos os pacientes
declararam episodios regulares de dor. Destes, 38,14% e 17,52% referiram terem sido
acometidos por, respectivamente, de 3 a 6 episodios e mais de 6 episodios de dor no ultimo ano
gue antecedeu ao estudo. Contudo, cerca de 16,50% alegaram auséncia de dor nos Gltimos 12

meses e duas pacientes (2,06%) afirmaram nunca terem sentido crises algicas durante a vida,
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tendo descoberto que eram pacientes de AF apenas na idade adulta, em decorréncia de exames
pré-natais e pré-operatérios para realizacdo de cirurgia cesariana.

Em relacéo as internacdes hospitalares em virtude de intercorréncias da doenca, a vasta
maioria dos pacientes reportou ja ter necessitado de internacéo hospitalar, demonstrando, assim,
qudo grande inconveniéncia e desgaste traz essa doenca ao paciente, aos familiares e sistema
publico de saide. Dentre os principais motivos das internagcbes mencionadas, destacam-se:
crises algicas, pneumonias, infec¢bes, CVO, STA, artralgia e dores 0sseas, Ulceras nas pernas,
colelitiase, AVC e para realizacdo de transfusdes sanguineas.

Em relacdo as transfusGes sanguineas, a maioria dos pacientes relatou ja ter sido
submetida a este procedimento devido a doenca, dos quais, 13,40% ja fizeram uso de mais de
20 vezes durante a vida. Além disso, pequeno percentual dos pacientes do estudo declarou ter
apresentado reacdo transfusional em decorréncia da exposicdo e risco do procedimento
transfusional, sendo os anticorpos anti-C, anti-K, anti-E e anti-Fy? os mais desenvolvidos nesses
eventos. Estes dados sdo semelhantes aos resultados encontrados por Felix, Souza e Ribeiro
(2010), cuja investigacao também identificou que 80% dos pacientes falciformes de seu estudo
ja haviam sido submetidos a transfusdo sanguinea em decorréncia da doenca.

A anélise dos escores de gravidade da DF revelou que a maior parte dos pacientes
atendidos pelas instituicfes de salde participantes deste estudo apresentava o fenétipo leve na
classificacdo de risco de morte em 5 anos, sendo seguido pelos fen6tipos intermediario (ou
moderado) e grave, nesta ordem. Dois outros estudos realizados nos extremos do Brasil (Rio de
Janeiro e Amazonas), utilizando o mesmo instrumento de medicédo de gravidade, identificaram
que a maioria de sua populagéo de pacientes era de classificagdo moderada, no Rio de Janeiro,
e grave (pelo valor da média dos escores), no estado do Amazonas, considerando apenas
individuos com idade > 18 anos (BELINI JUNIOR et al., 2015; CESAR et al., 2019). A
distingcdo na classificacdo dos trés estados supracitados pode-se dever a diferenca no nimero de
pacientes, a disparidade quanto as condi¢Bes socioecondmicas da populacdo e a discrepancia
quanto as condigdes assistenciais ou de facilidade de locomocéo e busca por atendimento
médico. Estes dados demonstram ainda que, aparentemente, os pacientes atendidos nas
instituicdes de referéncia do estado do Ceard estdo sendo bem monitorados e assistidos
adequadamente, fazendo a grande maioria de seus pacientes permanecer em um quadro clinico
Menos agressivo e critico.

A caracterizacdo dos pacientes quanto ao tratamento e uso de medicamentos evidenciou
que praticamente todos faziam uso de acido félico desde o diagnostico da doenca. Dentre 0s

principais farmacos paliativos para alivio das intercorréncias clinicas, manifestadas em até 12
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meses do inicio do estudo, sobressairam o uso de dipirona, omeprazol e paracetamol. Devido
as fortes e constantes crises algicas, o uso de analgésicos é bastante usado pelos pacientes,
conforme relatos deles proprios, havendo ainda a possibilidade de que a frequéncia declarada
possa até estar subestimada, tanto em decorréncia do esquecimento dos pacientes no ato da
declaracdo, como em razdo da ndo notificacdo nos prontuarios, por parte dos profissionais que
0S acompanham.

As crises algicas, agudas ou cronicas, sdo as complicagdes mais frequentes e duram em
torno de 3 a 5 dias. E uma das primeiras manifestacdes da doenca e inicia-se aos 6 meses de
vida. S8o causadas pelo dano tissular isquémico, secundério a obstrucdo do fluxo sanguineo
pelos eritrécitos falcizados. A reducdo do fluxo sanguineo, por sua vez, ocasiona hipoxia
regional e acidose, que podem acelerar o processo de falciza¢do, aumentando o dano isquémico
(BALLAS, 2018; SOUZA et al., 2016). Segundo Souza et al. (2016), os analgésicos mais
utilizados no tratamento das DF séo: - Analgésicos ndo opioides: dipirona, acetaminofeno,
acido acetilsalicilico (AAS), paracetamol. — AINE: AAS, diclofenaco, indometacina,
ibuprofeno. - Opioides fracos: codeina, cloridrato de tramadol. - Opioides potentes: morfina,
fentanila, petidina, buprenorfina, nalbufina, metadona, oxicodona. - Adjuvantes:
anticonvulsivantes, antidepressivos, neuroléptico, benzodiazepinico, anticolinérgico.

Aproximadamente 70% dos pacientes faziam uso do medicamento HU como tratamento
principal e diério. Aqueles que ndo faziam administragdo da HU, ndo o faziam por indicacéo
médica, tomando por base 0 monitoramento das taxas hematol6gicas e bioquimicas do paciente,
julgando desnecessario assumir o risco dos efeitos adversos naquele individuo, ou por
intolerancia ou falta de adesdo dos pacientes, ou por ndo responsividade adequada ou mesmo
resposta nula a HU (ainda por mecanismos desconhecidos).

Atualmente, as opcdes terapéuticas disponiveis mais eficazes para o tratamento da AF
sdo 0 TMO e a HU. O TMO, apesar de ser a medida curativa para a doenca, traz 0 impasse da
morosa busca pela compatibilidade entre doador e paciente. E também considerado um
procedimento de alto risco por apresentar diversos graus de complicacées e significativo nivel
de mortalidade do receptor (ANSARI; GAVINS, 2019; KATO et al., 2018; TORRES;
CONRAN, 2019).

Demasiados estudos tém reportado e ratificado a eficacia da HU em portadores de AF.
Até o presente momento, ela constitui 0 avan¢o mais importante e € considerada a mais
promissora dentre as terapias disponiveis para o tratamento do individuo doente, sendo-lhe
atribuidos diversos mecanismos de ac¢do. Os principais efeitos incluem a indugdo da melhora

clinica e hematologica do paciente, reduzindo a incidéncia da falcizagdo, hemolise e de



154

episodios vaso-oclusivos, principalmente pelos seus efeitos multiplos sobre a linhagem
eritrocitaria e parametros relacionados (MATTE et al., 2019; PICCIN et al., 2019).

E atribuida & HU a elevac&o na concentracdo de Hb F em cerca de 60% dos pacientes
tratados, aumento na taxa de Hb, do VCM e a reducdo do nimero de leucdcitos, plaguetas e
reticulécitos (CANCADO et al., 2009; SILVA; SHIMAUTI, 2006). Estes dados também foram
encontrados em nosso estudo, onde se observou um aumento significativo de cerca de 78% na
concentracdo de Hb F no grupo de pacientes em tratamento, quando comparados aos pacientes
sem tratamento com o referido farmaco. De igual forma, também foi demonstrado tanto uma
elevacdo significativa nos niveis de Hb, hematdcrito e VCM, como o decaimento do nimero de
reticulécitos, leucocitos e plaquetas no grupo SSHU. Estes achados podem representar um
indicio positivo de que o medicamento gerou um efeito protetor contra o fendmeno de
falcizacdo dos eritrécitos, de adesdo celular e formacdo de vaso-oclusdo, com consequente
reducdo no processo de hemdlise e anemia. Corroboram com esses dados, os valores
mensurados do LDH, bilirrubinas e ferro nos pacientes do estudo, uma vez que a reducao
significativa desses parametros bioquimicos no grupo em tratamento sugere uma reducdo no
namero de eritrocitos lisados em consequéncia de uma possivel reducdo na polimerizacéo de
Hb S pelo aumento de Hb F.

Também foi observada uma diminuicdo significativa na quantidade de episédios de dor
sentida pelos pacientes em tratamento, e 0 nimero de pessoas que sofriam de dispneia foi
consideravelmente menor no grupo SSHU, quando comparado ao grupo SS.

Lanzkron et al. (2008), em um estudo sobre o consenso do uso de HU em pacientes
adultos com AF, notaram que os niveis de Hb total foram mais altos no grupo que recebeu a
HU, apds 2 anos de tratamento. O mesmo aconteceu com os niveis de Hb F. Ja 0 nimero médio
de crises algicas foi 44% mais baixo do que no grupo controle (pacientes ndo tratados). As
internacdes e outras eventuais complica¢fes também cairam de forma significativa.

Curiosamente, a frequéncia de pessoas cardiopatas foi maior no grupo que fazia uso de
HU (p = 0,03), porém, como este estudo ndo teve o carater prospectivo de acompanhar os
pacientes antes e apos a administragdo da HU, pode-se justificar esse achado pelo reconhecido
efeito protetor e orientagdo de uso da HU em complicacdes (prévias) relacionadas as
cardiopatias e problemas renais na AF. O manejo dos danos em Orgaos-alvo representa um
grande desafio para os individuos que vivem com DF. A prevengdo e tratamento de
complicacdes relacionadas a AF, como doencas cardiopulmonares e renais, sdo especialmente
desafiadores para os profissionais de salde, e, portanto, sdo o foco de muitas diretrizes e

manuais de manejo ao portador de DF (LIEM et al., 2019).
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Trabalhos recentes, como os de Di Maggio et al. (2019) e da American Society of
Hematology (ASH) (LIEM et al., 2019) tém abordado questdes especificas relacionadas a
triagem, diagnostico e gerenciamento das complicac6es falciformes. Sendo assim, estudos tém
dado énfase especial nas areas de triagem, monitoramento e controle da hipertensdo pulmonar;
triagem para doenca pulmonar cronica e para respiracdo com distdrbios do sono; manejo da
hipertensdo sistolica; manejo da proteinuria e doenca renal crénica; manejo da anticoagulacdo
do tromboembolismo venoso e eventos cerebrovasculares em pacientes com AF. Ambos 0s
estudos defendem a tomada de decisdo compartilhada sobre estratégias de gestdo, incluindo a
iniciacdo ou otimizacédo de terapias modificadoras dessas complicagdes, como a hidroxiuréia, e
0 uso de transfusdes ou agentes estimuladores de eritropoiese (DI MAGGIO et al., 2019; LIEM
etal., 2019).

Embora a HU seja mais conhecida por alterar a cinética da proliferacdo eritrdide e
producdo de células com caracteristicas fetais, as celulas F, que estimulam diretamente a sintese
de Hb F e inibem a sintese de novas moléculas de Hb S (LUZZATTO; MAKANI, 2019;
TSHILOLO et al., 2019), existem relatos que sugerem que a HU, tanto in vitro quanto in vivo,
¢ capaz de produzir moléculas de NO e aumentar a sua biodisponibilidade na circulacdo dos
pacientes. Tais acdes parecem favorecer a vasodilatacdo e reprimir a atividade de moléculas de
adesdo e formagcdo de radicais livres, além de induzir a expressdo de y-globina em progenitores
de células eritroides através da ativacdo da via dependente de GMPc (MATTE et al., 2019;
TORRES; CONRAN, 2019).

Ao estratificarmos os pacientes em terapia com HU, conforme doses habituais de
administracdo do farmaco, e analisarmos as caracteristicas laboratoriais, clinicas, complicacdes
recorrentes e fenotipos de gravidade, observou-se variacao significante apenas nos parametros
de VCM, Hb F, LDH e AST. Esses achados sugerem que doses maiores do medicamento estdo
relacionadas a um efeito maior na elevacdo de VCM e Hb F, bem como a uma reducdo das
enzimas relacionadas a lise celular (LDH e AST).

Em um estudo prévio realizado por nosso grupo de pesquisa, Pedrosa (2013)
demonstrou uma relacéo inversamente proporcional entre a dose do medicamento HU e o nivel
de LDH liberado por neutréfilos. Nossos dados demonstraram que os pacientes que fizeram uso
de uma quantidade maior da substancia obtiveram uma maior protecdo contra o dano celular,
representado pela deteccao de niveis mais baixos da enzima.

Embora, poder-se observar uma téndencia efeito-dose em algumas outras variaveis, tais
como: namero de eritrdcitos, leucocitos, neutrofilos, plaguetas, hematdcrito e cardiopatia,

nenhuma diferenca significante foi identificada entre os grupos SSHU-0,5g, SSHU-1g e SSHU-
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>1,5g. 1sso demonstrou que a alteracdo da posologia alterou de forma discreta a resposta nos
demais parametros analisados, nesta populagéo e nas condigdes deste estudo, mas néo de forma
significantemente expressiva.

Dados semelhantes, aos aqui encontrados, foram apresentados em outros estudos,
demonstrando um aumento no nivel plasmatico de LDH em pacientes quando confrontados a
individuos saudaveis e a pacientes em tratamento com HU. Essas evidéncias sugerem e
ratificam o uso da quantificacdo da enzima como um bom parametro de hemolise, uma vez que
se trata de uma enzima intracitoplasmatica, liberada em decorréncia de alteracbes na
permeabilidade ou lise da membrana celular (CANCADO et al., 2009; KATO et al., 2006;
STEINBERG, 2008). A elevacdo da enzima esta positivamente associada ao aumento de risco
de pacientes falciformes virem a sofrer de priapismo, hipertensdo pulmonar, Glceras cutaneas,
resisténcia ao NO ou mesmo morte precoce (KATO et al., 2006; REES; GIBSON, 2012,
STEINBERG, 2008).

Uma vez que a HU esta envolvida no aumento da Hb F e, consequentemente, na reducao
da falcizacdo eritrocitaria, CVO e hemolise, niveis plasmaticos mais baixos de LDH séo
encontrados em pacientes que fazem uso de terapia com HU, em relacdo aos pacientes que ndo
fazem uso do medicamento (STEINBERG, 2008). Cartron e Elion (2008), discutindo as CVO
como sendo de fisiopatologia complexa e multifatorial, e dando importéncia as interaces
intercelulares mediadas pelas moléculas de adesdo presentes nas células sanguineas e
endoteliais, descreveram que a terapia com HU promove a diminui¢cdo da adesividade, com
consequente diminui¢do dos processos vaso-oclusivos e morte celular. E isso seria um fator
preponderante para uma reducdo dos niveis de LDH na AF.

Investigando moléculas de adesdo em pacientes em situacfes normoxicas e hipdxicas,
Kim et al. (2017) descreveram que a hipdxia tem sido um foco atraente de seus estudos, uma
vez que pode estar associada as sindromes clinicas na AF, incluindo CVO, priapismo e
dessaturacao noturna de Hb, e pode ter forte impacto na inducdo de STA e Ulceras nas pernas.
Além disso, esses pesquisadores relataram que 0s pacientes que apresentaram adesdo
eritrocitaria aumentada por hipdxia, também exibiam niveis mais elevados de moléculas de
adesdo soluveis (VCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-selectina e Fator Von Willebrand (FVW)),
de ferro, ferritina, liberacdo de heme, LDH, reticuldcitos e leucdcitos. Em contrapartida,
apresentavam menores valores nas concentragdes de Hb F e Hb total. Tais alteragfes sugerem
um fendtipo clinico mais agressivo, com maior necessidade de transfusées sanguineas, bem

como uma ativacdo endotelial mais exarcebada, com maior incidéncia de inflamacbes e
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hemolise naqueles pacientes (em situacdo de hipdxia) do que nos pacientes em condicdo de
normoxia.

Sabe-se que a hipoxia desempenha um papel crucial na fisiopatologia de varias doencas,
tais como cancer, neurodegeneracdo, AVC e Alzheimer, representando um indicador de mau
progndstico e fendtipo severo (CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009; MACHOGU; MACHADO,
2018). Embora, ainda ndo se saiba muito das vias de atuagdo, como em outras patologias,
acredita-se que, nas doencas falciformes, a hipdxia também possa regular muitos processos
fisioldgicos e patoldgicos, particularmente através da ativacdo da familia HIF (SUN; XIA,
2013).

No presente estudo, foi demonstrado uma alteragdo significativa no perfil de genes
responsivos a condicao de hipoxia por que passam os pacientes com AF. Uma superexpressao
dos genes HIF-1a, VEGF, ATM e ATR foi observada em todos os pacientes falciformes quando
comparados aos individuos saudaveis. Tal observagdo nos permite sugerir que a baixa tenséo e
disponibilidade de O nesta hemoglobinopatia, além de induzir a polimerizacdo de Hb S,
também pode estar relacionada ao incitamento de diversos mecanismos fisiopatoldgicos na
doenca, muitos dos quais ainda classificados com causas ou heterogeneidade desconhecidas.

Individuos com faixas etarias mais elevadas apresentaram discreto aumento na
expressdo génica em relacdo aos individuos mais jovens. De igual forma, uma maior expressao
génica, porém, também sem significancia estatistica, foi observada no grupo de individuos que
relataram maior quantidade de internacBes no periodo de um ano da data do estudo. Contudo,
esses dados precisam ser melhor investigados para serem discutidos.

Na AF, a expresséo dos genes supracitados pode promover a ativacao ou silenciamento
de inUmeros outros genes e a transcricdo de mRNA e/ou traducédo de proteinas envolvidos em
eventos localizados ou a niveis sistémicos de forma imensuravel. Alteracdes no metabolismo
energético, no metabolismo da glicose, de aminoacidos e nucleotideos, angiogénese, lesdes no
DNA, modificagdes nos mecanismos de reparo de danos na cromatina e resisténcia as drogas
em tratamentos sdo alguns dos exemplos (HAMMOND et al., 2014; SEMENZA, 2003).

Notavelmente, na analise da Correlacdo de Pearson entre os genes de estudo, foi
observado uma significancia positiva entre todos 0s genes pesquisados, levando-nos a sugerir
que o gene HIF-/a estd a montante, e cuja expressdo também pode ser responsavel tanto pela
elevacdo da expressao como pela ativacdo dos demais genes em pacientes com AF.

Fortes correlagBes entre a expressdo dos genes aqui investigados e parametros clinicos
e laboratoriais foram observadas neste estudo. Variaveis hematoldgicas, como a concentracdo

de Hb total e hematocrito, foram correlacionadas de forma negativa com os genes HIF-/a e
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VEGF. Surpreendentemente, também foi demonstrada uma significativa correlacdo inversa
entre a expressdo dos genes estudados e a concentragdo de HCM, VCM e Hb F (nestas duas
ultimas variaveis, apenas versus HIF-/a, VEGF e ATM). Outros parametros analisados, como
contagem de leucacitos, reticuldcitos e plaquetas, e determinadas variaveis bioguimicas, tais
como LDH, ferro, bilirrubina e AST, apresentaram correlacdo positiva com a expresséo génica.

Na analise do cruzamento dos diferentes niveis de concentracdo de Hb F e expressao
génica, observou-se que concentracdes mais baixas da Hb estdo relacionadas a uma maior
expressdo de HIF-/a e VEGF, e vice-versa. A medida que o nivel de Hb F aumenta, diminui a
expressdo génica de HIF-/a e VEGF . Vale ressaltar que, na AF, baixas concentragfes de Hb
F estdo diretamente associadas a altas concentragdes de Hb S e maior probabilidade de ocorrer
polimerizacdo da Hb e obstrucdes vasculares (comumente acompanhadas de crises algicas e
episddios de inflamacdo e hemdlise) (HEBBEL; VERCELLOTTI, 2018; KATO et al., 2018).
Em decorréncia disso, pode-se instaurar hipoxia tecidual e crises isquémicas capazes de, ndo
apenas induzir a ndo degradacdo e a estabilizacdo das proteinas HIF-1a, como também
estimular a expressdo dos genes HIF-/a e VEGF para corrigir o déficit de O acarretado.
Destarte, uma vez ativos, os genes HIF-/a podem também promover a ativacdo de inimeros
outros genes e principiar diversos mecanismos e respostas fisiologicas, via ativagdo do sistema
hipoxia/HIF-1a.

Corroborando o0s nossos resultados, em um estudo realizado em camundongos
falciformes, Kaul et al. (2013) demonstraram que a expressdo de HIF-/a diminui
concomitantemente com o aumento da Hb F e da biodisponibilidade de NO, com forte
correlacdo inversa com os niveis plasmaticos de metabdlitos de NO (NOXx). Nessa conjuntura,
in vitro e em animal, estudos clinicos vém sendo desenvolvidos para ratificar a hipdtese do
potencial terapéutico dos inibidores de PHD no tratamento das hemoglobinopatias. Evidéncias
sugerem que a estabilizacdo e ativagdo das proteinas HIF-1o. podem desempenhar um
importante papel aditivo aos efeitos da HU, ou seja, na inducéo da expressdo de Hb F em células
eritroides humanas primarias (CHAN et al., 2016; HSIEH et al., 2007; KAUL et al., 2012).
Esse aumento na concentracdo de Hb F também é acompanhado por uma melhora dos demais
parametros hematoldgicos e clinicos, como a taxa de Hb total, indices hematimétricos e
biomarcadores de hemolise.

De fato, uma relagdo entre a via HIF e a expresséo de Hb F foi proposta em 2016 por
Chan et al. Diversos locais putativos de ligacéo e transcricdo do HIF-/a vém sendo descritos

neste foco, fazendo despertar sobre essa via uma nova dire¢do para se investigar a inducgdo da
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Hb F e descobertas de novas abordagens terapéuticas para diversas doencas (CHAN et al.,
2016).

Uma vez ativada, ou pela deficiéncia de O ou pelo uso de inibidores de PHD, a via HIF,
in vitro, induz a expressdo da eritropoietina que, por sua vez, promove a expressao da Hb F em
células primarias da medula éssea humana (CHAN et al., 2016; HSIEH et al., 2007). Além
disso, a producgdo de proteinas anti-isquémicas que melhoram a vasoconstri¢do e o estresse
oxidativo, tais como a adrenomedulina, heme oxigenase, VEGF e endotelina, estdo sendo
avaliadas em modelos experimentais e estudos clinicos iniciais, e a expressao dos respectivos
genes estdo sendo associados a expressdo do HIF-/a (CHAN et al., 2016; HSIEH et al., 2007,
KAUL et al., 2013). Entretanto, a diminuicdo proporcional da expressdao de HIF-/a com
aumento nos niveis de Hb F em camundongos falciformes foi acompanhada por uma
diminuicdo distinta nas formas sollveis de marcadores de ativacdo endotelial, como sP-
selectina e sVCAM-1, sugestionando que ainda ha a necessidade de mais estudos para
substanciais elucidacdes (KAUL et al., 2013).

Ao cruzarmos a variavel ‘quantidade de episoddios de dor no ultimo ano’ com as
expressdes génicas de VEGF e ATM, observamos que 0s pacientes, que mencionaram ter
apresentado mais de 08 crises algicas nos ultimos 12 meses, também exibiram um aumento
significativo na expressao desses genes em relacdo aqueles que relataram um ntimero < 02
episodios de dor no ano (p = 0,02). Quanto a esta variavel (quantidade de episddios de dor no
ultimo ano) e o HIF-/a, observou-se uma maior expressdo entre os individuos que tiveram
maior quantidade de crises algicas, perfazendo um valor de p = 0,05. Normalmente, as crises
algicas estdo associadas aos eventos de vaso-oclusdo e isquemia, e estes eventos, como ja
discutido, estdo implicados na ativacdo do gene HIF-/a, em resposta a condi¢do de hipdxia
gerada.

Na AF, o inicio, a progressdo e a resolucdo de um episodio vaso-oclusivo apresentam
caracteristicas de leséo de isquemia-reperfusdo, em decorréncia de ciclos sucessivos de hipdxia
e reoxigenacdo, os quais, geralmente, promovem um processo de inflamacao e dano oxidativo
(KAUL; HEBBEL, 2000; SUN; XIA, 2013). Deve-se, principalmente, a reoxigenagdo a
producdo de ERO e danos a fita de DNA (DNA-SSB (dano em fita simples) e DNA-DSB),
especialmente na fase Gz do ciclo celular (BRISTOW; HILL, 2008; CHAN; KOCH,;
BRISTOW, 2009).

Kaul e Hebbel (2000) demonstraram que, em situagdes de hipdxia/reoxigenagéo,
camundongos falciformes transgénicos exibiam um maior dano inflamatério que camundongos

transgénicos em normoxia ou normais. Essa resposta inflamatoria foi acompanhada por um
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aumento do numero de leucocitos periféricos em 1,7 vezes e de neutrofilos em até 3 vezes.
Além disso, esses leucdcitos se comportaram mais aderentes e emigrados, e também foi
evidenciado um aumento na producédo de oxidantes pelas células endoteliais vasculares.

O pressuposto de que a hipdxia pode induzir inflamacdo ganhou aceitacdo geral da
comunidade cientifica a partir de estudos da via de sinalizacdo da hipoxia, sobretudo com a
descoberta do sistema HIF (ELTZSCHIG; BRATTON; COLGAN, 2014; ELTZSCHIG;
CARMELIET, 2011). O inverso dessa inferéncia tambem é verdadeiro (ELTZSCHIG;
CARMELIET, 2011).

Curiosamente, ao analizarmos o cruzamento da expresséo génica com a presenca ou nao
de comorbidades e/ou intercorréncias clinicas, observou-se uma assossia¢ao apreciavel para as
variaveis: cardiopatia (vs ATM e ATR), crise convulsiva (vs HIF-1a), colelitiase (vs HIF-1a) e
Ulcera MMII (vs ATM). Embora, relativamente, ainda pouco se saiba, estudos tém sido
direcionados para investigar a fisiologia e envolvimento dessas patologias/manifestagdes com
a expressao do genes supracitados. Espach et al. (2015), por exemplo, destacam o papel do gene
ATM no contexto cardiovascular, nomeadamente no estresse oxidativo, aterosclerose,
complicacBes metabdlicas, resisténcia a insulina e remodelacdo cardiaca, assegurando que a
deficiéncia ou alteracdo do ATM pode estar associada a diminui¢do da funcdo cardiaca e
aumento da apoptose de midcitos cardiacos. Neste mesmo contexto, estudos de associacdes
entre a convulsdo (GUALTIERI et al., 2013) e colelitiase (ASAl et al., 2017) com a expressao
do gene HIF-1a ou de associacOes de ulceras MMII com marcadores de hipdxia ou uso de HU
(QUATTRONE et al.,, 2013) vém sendo desenvolvidos com o proposito de elucidar a
participacdo genética nos mecanismos fisiopatolégicos das doencas.

No presente estudo, 0s pacientes que apresentaram tais manifestagdes exibiram uma
menor expressao génica em relacdo aos que relataram auséncia dessas intercorréncias. Como
hipbtese desse achado, propomos que uma vez acometidos por tais intercorréncias clinicas, a
maioria desses pacientes faca parte do grupo de individuos tratados com a HU, cuja acdo esta
associada com a reducdo dos sinais de hipoxia e, portanto, da expressdo génica mediada pela
baixa tensdo de O. Tal suposi¢do também pode ser confirmada pelos dados da tabela 19.

De fato, ao investigarmos a populagéo de estudo conforme a terapia praticada e o perfil
génico mensurado, evidenciamos que o uso da HU foi capaz de reduzir significantemente a
expressao de todos os genes analisados no grupo de pacientes em tratamento com o farmaco.
Além disto, ao analisarmos o cruzamento triplo entre expressao génica, variaveis demogréaficas
e clinicas (e suas subcategorizagdes) com o uso ou ndo de HU, observamos uma diferenca

significativamente relevante em praticamente todas as analises empreendidas. Dessa forma,
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demonstramos que a HU é capaz de modificar as manifestacdes clinicas e exames laboratoriais
de pacientes falciformes via modulacéo da expressdo de genes responsivos a hipoxia.

Considerando, ainda, o perfil génico entre os pacientes em tratamento com HU,
observou-se um comportamento distinto na expressdao de cada gene de acordo com a dose de
medicamento administrado. Embora seja evidente uma expressiva reduc¢éo, nenhuma diferenca
significativa foi observada na expressdo dos 4 genes a0 compararmos 0s pacientes do grupo
SSHU-0,5g com os pacientes sem terapia com HU (grupo SS). No entanto, uma significante
reducao na expressdo de HIF-/a e VEGF foi percebida nos grupos SSHU-1g e SSHU->1,5¢g ao
confrontarmos com o grupo SSHU-0,5g. Nas analises dos genes ATM e ATR, houve uma
reducdo expressivamente relevante no grupo de pacientes SSHU-1g em relacdo ao grupo
SSHU-0,59 e, surpreendentemente, evidenciou-se uma elevacdo na expressdo do gene ATR dos
pacientes SSHU->1,5g em relacdo aos pacientes SSHU-1g.

Sabe-se que ATM e ATR sdo as principais quinases de resposta ao estresse que
respondem a uma variedade de insultos, incluindo radiagdo ionizante, parada de replicacéo,
radiacdo ultravioleta e hipdxia/reoxigenacdo (HAMMOND; GIACCIA, 2004). Adicionalmente
a esses estimulos, a HU, um potente inibidor da ribonucleotideo redutase, age como um
importante indutor de estresse de replicacdo, por interromper a replicacdo de DNA através de
seus efeitos nos pools de desoxinucleotideos celulares, bem como um importante indutor de
danos ao DNA, especialmente por induzir DNA-DSB (KUROSE et al., 2006). A enzima
responsavel pela producdo de nucleotideos, usados para formar ou reparar moléculas de DNA,
é a ribonucleotideo redutase, que depende do O celular para sua fungéo e, portanto, é provavel
gue seja severamente comprometida, tanto pelas condi¢des hipdxicas, como pela acdo da HU
(HAMMOND et al., 2014; OLCINA; LECANE; HAMMOND, 2010). Dessa forma, a HU é
capaz de ativar e causar padrées complexos de expressao génica de ATM e ATR (CUADRADO
et al., 2006; HAMMOND; GIACCIA, 2004; KUROSE et al., 2006; LESZCZYNSKA et al.,
2016; WU; MIYAMOTO, 2008). Tal hip6tese também foi demonstrada e € sugerida em nossas
analises, com pacientes falciformes.

Vale ressaltar que, indutores de DNA-DSB ativam ATM e ATR de forma robusta, porém,
os indutores de estresse de replicacdo ativam rapidamente o ATR, enquanto o gene ATM ¢
ativado em menor grau e com uma cinética mais lenta (WU; MIYAMOTO, 2008). Além disso,
0 mecanismo de ativacdo de ATM e ATR em resposta ao estimulo da HU permanece
controverso. Estudos referem ATM a montante de ATR, outros mencionam como a jusante,

enquanto outros afirmam que a HU aciona as atividades de ATM e ATR por meio de caminhos
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independentes, ou até que pode acionar o ATR, mesmo na auséncia de atividade do ATM, por
exemplo (CUADRADO et al., 2006; WU; MIYAMOTO, 2008).

Em suma, pelo trabalho exposto, reiteramos que a hipdxia é um estresse
fisiologicamente significativo, que influencia diversos processos celulares e metabdlicos do
organismo humano, cuja sinalizagdo e consequéncias podem estar relacionadas, em parte, ao
nivel de O presente, ‘ou ausente’ (por exemplo, hipdxia ou anoxia) e a duracdo da exposi¢cdo
hipdxica (hipoxia aguda, hipoxia crdnica, ou em ciclo de hipdxia aguda versus hipoxia cronica
ou prolongada) (KUMARESWARAN et al., 2012). As células hipoxicas tém sido associadas a
inducdo de geracdo de ERO, instabilidade genética, aberragdes cromossémicas, repressdo e/ou
ineficiéncia do reparo de DNA, especialemente de DNA-DSB, progressao tumoral e aumento
de metastases sistémicas (GLAZER et al., 2013; KUMARESWARAN et al., 2012; OLCINA,;
LECANE; HAMMOND, 2010). O cenario de hipdxia também pode induzir a angiogénese, que
pode ser benéfica ou ndo, a farmaco e quimioresisténcia, amplificacdo de genes pro- e anti-
apoptaticos e a ativacao/inativacao de oncogenes e de genes supressores de tumor (BRISTOW,
HILL, 2008; CHAN; KOCH; BRISTOW, 2009; GATALICA et al., 2011; GLAZER et al.,
2013). Evidéncias atestam que os efeitos da hipdxia se devem, principalmente, a via HIF e a
transcricdo de seus genes alvos (KIM et al., 2017; MACHOGU; MACHADO, 2018).

Ratificamos, em nossas analises, que 0s genes responsivos a hipoxia, aqui investigados,
estdo demasiadamente expressos em pacientes com AF e podem ser 0s principais genes ativos
responsaveis pelo desenvolvimento da maioria dos mecanismos da fisiopatologia da doenca
falciforme.

Inferimos ainda que, devido a constante flutuacdo das tensdes de O. na doenca, as
células hipdxicas desses pacientes podem sofrer frequentes estresses de bloqueio de replicacgéo,
seguidos de rapida reperfusao e reoxigenacao, os quais podem induzir severos danos oxidativos,
instabilidade e rearranjo genético, acimulos de DNA-DSB e comprometimento do reparo do
DNA. Tais alteracdes podem, potencialmente, ser observadas na AF, e justificam a hipétese de
investigacOes acerca da possivel associagdo da AF e subsequentes doengas malignas. Posto isto,
podemos citar frequéncias elevadas de microndcleos, aberracBes cromossdmicas basais em
linfécitos, certos tipos de linfomas (como o linfoma associado a piotérax), leucemia mieldide
aguda, leucemia linfocitica crénica e os carcinomas medulares renais; sendo esses ultimos,
considerados como fendtipo especifico de portadores da Hb S, exibindo fortes alteracdes na
expressdo de VEGF e HIF-/a e dos marcadores tumorais p53 e BCL-2 (ALVES et al., 2008;
BRUNSON et al., 2017; GATALICA et al., 2011; LIU et al., 2005; SWARTZ et al., 2002).
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A HU exibiu capacidade de modular a expresséo dos genes em estudo, demonstrando
habilidade de relacdo dose-efeitos anti-hipoxicos, evidenciando redugdo no perfil génico em
pacientes em tratamento. No entanto, seu uso também pode estar relacionado a mecanismos de
estimulos e/ou danos adicionais aos pacientes em hipoxia, especialmente no que tange aos genes
envolvidos na sinalizagdo de dano e reparo do DNA, fazendo-se necessario mais estudos para
clarificar tal participacéo.

Nossos resultados corroboram com o titulo atribuido a doenca, por Sun e Xia (2013):
‘anemia falciforme, doenca de hipoxia’, e enfatizam a importancia de elucidar os efeitos da
hipoxia no nivel molecular, celular e organico em pacientes com AF. Vale ressaltar que, apesar
do avango neste contexto, pouco ainda se sabe sobre o real impacto da condicdo hipdxica in
Vvivo, ou em quais situacoes pode exacerbar um fenotipo mais agressivo ou maligno na AF, bem
como de seus efeitos em longo prazo ou em intensidade e duracdo diferentes, nos haplétipos e
polimorfismos de genes, e ainda de sua total regulagdo no maquinario genético humano, via
Sistema HIF.

E certo que o HIF-7a é cada vez mais estudado devido ao seu potencial terapéutico
percebido, ao estimular fatores contra a deficiéncia de O, no entanto, uma desregulacdo na via
HIF pode desencadear muitos maleficios. A inibicdo ou estimulacdo de sua atividade
transcricional através de drogas é agora um alvo muito atraente e de grande fascinio, com
altissimo potencial de uso na intervencdo terapéutica para o tratamento tanto da anemia

falciforme, como de muitas outras doengas humanas hipdxicas.
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8 CONCLUSOES

Da andlise dos dados ora apresentados, podemos, sucintamente, concluir:

¢ A populagdo em estudo apresenta perfil clinico-laboratorial distintamente caracteristico de
pacientes acometidos de AF, sendo, predominantemente, assistida clinicamente pelo servigo
ambulatorial do hemocentro participe, oriunda do interior do estado, do sexo feminino e com
idade média de 31,76 anos.

e Os genes HIF-/a, VEGF, ATM e ATR apresentaram uma superexpressao em pacientes com
AF, demonstrando forte e significativa correlagdo com variaveis clinico-laboratoriais,
especialmente com a concentracdo de Hb F e indices hematologicos, podendo estar
relacionados com a patogénese da doenca.

e Depreendemos que a maioria dos pacientes investigados exibem fenétipo leve quanto a
gravidade clinica de risco de morte em 05 anos, sem associacao relevante com o uso de HU
Ou expressédo génica.

e Intercorréncias clinicas observadas em mais da metade dos pacientes incluiam: dispneia,
astenia, colelitiase, pneumonia, crises algicas e transfusdes sanguineas. Surpreendentemente,
evidenciamos uma significante associacdo entre cardiopatia e Glcera MMII com marcadores
de dano ao DNA (ATM/ATR); crise convulsiva e colelitiase com marcadores de angiogénese
(HIF-1a) e quantidade de episddios de dor com os dois tipos de marcadores estudados
(VEGF/ATM).

¢ Os pacientes em uso de HU apresentaram niveis reduzidos dos biomarcadores clinicos e de
expressao génica, evidenciando que a HU possui capacidade de modular a expressao de genes
responsivos a hipoxia na AF e, possivelmente, seus mecanismos e efeitos.

¢ tratamento com HU foi associado positivamente com a melhora nos parametros
laboratoriais e manifestacdes da doenca, demonstrando apresentar relacdo dose-efeito com a
expressdo dos genes investigados. Contudo, doses mais elevadas da HU parecem influenciar
positivamente a ativacdo e expressdo de ATM e ATR, merecendo mais investigacOes e

monitoramento adequado.

« CONSIDERACOES FINAIS:

Em sintese, de forma inédita, demonstramos que a hipdxia na AF, além de induzir a
polimerizacdo da Hb S nos eritrocitos dos pacientes, também é responsavel por alteracdes na
expressdo de genes capazes de promover e/ou exacerbar os mecanismos fisiopatologicos da
doencga. Igualmente, demonstramos que a HU exerce agdo dose-efeito capaz de modificar as
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manifestacdes clinicas e exames laboratoriais de pacientes falciformes via modulagdo da
expressao de genes responsivos a hipoxia.

Estudos adicionais devem ser encorajados para clarificar as potenciais ingeréncias da
hipoxia na fisiopatologia da AF, buscando identificar, ndo apenas, possiveis novos genes e vias
de sinalizagdo envolvidos no desenvolvimento da doenga, como também novas estratégias
terapéuticas personalizadas e projetadas para explorar as diferentes alteracfes e complicacdes
da doenca, via hipoxia, utilizando, novos ou ja conhecidos, biomarcadores e drogas pro ou
antiangiogénicas e de interesse no estresse de replicacdo e reparo do DNA, como terapia
complementar a HU.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA )
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RESPONSIVOS A HIPOXIA EM
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME: INFLUENCIA DO
TRATAMENTO COM HIDROXIUREIA

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

A anemia falciforme é uma doenca genética (transmitida dos pais para os filhos),
caracterizada pela presenca da hemoglobina S (falciforme), que, sob condicdes de baixa
oxigenacdo, altera a forma das hemécias e provoca sérios danos ao paciente, como crises
dolorosas de vaso-oclusdo, anemia, AVC e faléncia de diversos 6rgaos.

Sabe-se que a hipoxia (baixa concentracdo de oxigénio) é considerada o estimulo
iniciador da falcizacdo das hemacias e também é uma grave consequéncia que pode gerar
inimeros outros danos ao paciente, como alteracdes da expressdo de diversos genes, alteracdes
na estrutura do DNA, angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos), baixa imunidade e
inflamacdes constantes. A hipoxia também pode interferir ou influenciar no progndstico e
tratamento dos pacientes.

Esta pesquisa tem o objetivo de investigar a expressao dos genes HIF-1a, VEGF, ATM
e ATR em pacientes com anemia falciforme, associando esses genes com o tratamento e clinica
do paciente. Os resultados da pesquisa nos ajudardo a ter uma melhor compreensdo da
fisiopatologia da doenca, contribuindo para o desenvolvimento de um melhor manejo da
terapia, visando diminuir ou mesmo evitar muitas das manifestac6es clinicas da doenca, bem
como auxiliar na terapia farmacoldgica do paciente.

Por este motivo, vocé esta sendo convidado (a) a participar deste estudo de forma
voluntéria e consciente, ndo havendo qualquer forma de pagamento ou compensacao material.
Para tal, necessitamos sua autorizagdo para a coleta de amostras de sangue. As coletas de sangue
serdo realizadas no Ambulatorio de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio e
serdo usadas apenas para este fim. Sua participacdo nesta pesquisa ndo ir& lhe expor a nenhum
risco que possa comprometer sua saude, havendo apenas a possibilidade de formacédo de uma
pequena mancha roxa ou leve desconforto temporario no local da picada da coleta de sangue.

- Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo sera revelada nenhuma
informacdo que permita identificar os pacientes, em hipotese alguma.

- Cada paciente é livre para decidir ndo participar.
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- O paciente € livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem necessidade de
fornecer justificativa, e sem prejuizo de sua assisténcia médica.

- A divulgacgdo dos resultados serd totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de
identificagdo dos pacientes

Em caso de duvidas ou necessidade de esclarecimentos, vocé podera comunicar-se com
0s pesquisadores, aqui representado por ALANO MARTINS PEDROSA, com endereco de
contato: Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210 — Rodolfo Tedfilo — CEP 60430-370, Faculdade
de Farméacia/UFC. Fone: (85) 3366 8058 / 3366 8264.

ATENCAO: Se voceé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a sua participacdo na
pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC — Rua
Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
que, apos sua leitura tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteido, como também
sobre a pesquisa e recebi explica¢des que responderam por completo minhas davidas. E declaro
ainda estar recebendo uma copia assinada deste termo.

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Assinatura do pesquisador:

Fortaleza, de de 201 .
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APENDICE B - FICHA CLINICA DE ESTUDO E ACOMPANHAMENTO DO
PACIENTE COM ANEMIA FALCIFORME

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FICHA CLINICA DE ESTUDO E ACOMPANHAMENTO DO PACIENTE COM
ANEMIA FALCIFORME

1. IDENTIFICACAO DO PACIENTE

N° prontuério.:

Origem:

Nome completo:

Data de Nascimento: / / Sexo: ( )M ()F
Identidade (n°):

Endereco completo:

Referéncia:

Cidade: UF:

Telefone: Celular:

e-mail:

- Etnia:

( )Nenhuma ( )Branco ( ) Afrodescendente ( )Iindio ( ) Pardo

- Deficiéncia:

( )Nenhuma ( ) Auditiva ( )Visual ( )Fisica ( )Dislexia ( ) Mdltipla

2. DIAGNOSTICO E EXAMES

2.1. Data do diagnostico:

2.2. Concentracao de HbF ao diagnostico:

2.3. Eletroforese de hemoglobina:

2.4. HPLC:




2.5. Hemograma:

(Obs.: anotar qual a dosagem de HU que estava tomando na época do hemograma )

186

DATA /

/

/

/

/

/

/

/

Dosagem de HU

Hem&cias

Hb

Ht

VCM

HCM

CHCM

RDW

Leucdcitos

Bast

Seg

Eos

Baso

Linf

Mon

Meta

Mielo

Prom

Blas

Plaquetas

Reticulécitos

3. DADOS CLINICOS

Ano/ Frequéncia

Crises Dolorosas *

CVvO

AVC

Priapismo

Crise Aplastica

Sind. Toracica Aguda

Sequestro Esplénico

Ulceras nas Pernas

Necrose 6ssea

Osteomielite

Transfusdes sanguineas

InfeccOes recorrentes

Internacoes

Data da ultima transfuséo:
Data da ultima internacao:

Principais infec¢bes com datas:

/
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4. DADOS COMPLEMENTARES E COMORBIDADES:
(usar S para sim, N para ndo e SD para sem dados informados)

e Peso: Altura: IMC:

e Pressdo sanguinea:

e Complicages Osseas( )sim () nédo

e Complicages renais: ( )sim ( ) nédo Quais:

e Complicagdes cardiacas:( ) sim () ndo Quais:

e () Diabetes ( ) DST ( ) HAS ( )Hepatite ( ) Pneumonia/datas:

e () Maléaria () Sepse/datas: () Th ( )Dispneia ( )Astenia
e () Hepatomegalia ( ) Convulsdo/datas: () Colelitiase ()

e Outros:

5. DADOS NO MOMENTO DO ESTUDO:
5.1. Concentracao de HbF:
5.2. HPLC:

6. TRATAMENTO ATUAL E PREGRESSO

6.1. Data do inicio do tratamento:

6.2. A quanto tempo usaa HU: (Verificar também
se houve mudanca na dose e qual a data desta mudanca, além de saber qual a dosagem de HbF
apos o inicio da nova dose.)

Tratamento: Dose /[ ]HbF
DATA:
DATA:
DATA:
DATA:
DATA:

~ Y~~~

6.3. Outros medicamentos: Descrever todos 0s medicamentos que o paciente esteja tomando
(inclusive vitaminas)

Tratamento (outros)/ Dose Inicio Fim Duracéo




