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OLIVEIRA, Leticia Eduarda. Analise da influéncia dos haplétipos Bs e da alfa
talassemia na variabilidade clinica de pacientes pediatricos com anemia
falciforme. 2023. 63. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina)
— Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

A anemia falciforme (AF) é um tipo de hemoglobinopatia causada pela substituigao
unica de nucleotideo (B 6 GAG—GTG; glu 6 —val 6) no codon 6 do gene da globina
B (HBB), levando a troca do aminoacido acido glutamico por valina, resultando na
formagdo de uma hemoglobina anormal (HbS). A elevada taxa de morbimortalidade,
que acomete especialmente os pacientes mais jovens, reflete a gravidade da doenca
e a necessidade de estudos na populagdo pediatrica, com o objetivo de identificar
precocemente fatores de risco, que possam gerar agdes profilaticas que minimizem
a doenga. Diante disso, esse estudo teve como objetivo avaliar a influéncia dos
haplétipos Bs e da alfa talassemia nas manifestagbes clinicas de pacientes
pediatricos com AF acompanhados regularmente no HEMOPE. Por meio da analise
dos prontuarios médicos foram avaliadas a frequéncia e a data de ocorréncia das
seguintes complicagbes clinicas: crises vaso-oclusivas, dactilite, sequestro
esplénico, acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda e priapismo. As
analises de determinacédo dos haplétipos Bs e pesquisa genética da alfa talassemia
foram realizadas pela amplificacdo de cada regido do DNA, por meio da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo com cada especificidade da
reagcdo. Observou-se associagdao entre alfa talassemia com parametros
laboratoriais, como contagem de hemacias (p= 0,001), hemoglobina (p= 0,001),
hematocrito (p= 0,007), volume corpuscular médio (p <0,0001), hemoglobina
corpuscular média (p <0,0001). Em relagdo as variaveis clinicas analisadas,
obteve-se associagcdo com doppler transcraniano de alto risco (p= 0,034). Em
relagdo ao haplétipo Bs, o CAR/CAR foi descrito como sendo mais frequente em
pacientes pediatricos, demonstrando associagdo com maiores niveis de contagem
leucocitaria (p= 0,028), com o desenvolvimento de acidente vascular cerebral (p=
0,035) e priapismo (p= 0,031). Assim, nossos resultados demonstram que a alfa
talassemia e haplotipos sédo importantes moduladores de marcadores laboratoriais,
além de influenciarem no fendétipo clinico de pacientes com AF. Dessa forma, novos
estudos se fazem necessarios, uma vez que, maiores esclarecimentos acerca dessa
associagao sao essenciais para uma melhor condugao clinica dos pacientes com AF.

Palavras-chave: Doenca Falciforme. Marcadores Genéticos. Variabilidade
fenotipica. Fisiopatologia. AVC.



OLIVEIRA, Leticia Eduarda. Analysis of the influence of s haplotypes and alpha
thalassemia on the clinical variability of pediatric patients with sickle cell
anemia. 2023. 63. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Biomedicina) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a type of hemoglobinopathy caused by a single
nucleotide substitution (3 6 GAG—GTG; glu 6 —val 6) in codon 6 of the  globin
gene (HBB), leading to the exchange of the amino acid glutamic acid for valine,
resulting in the formation of abnormal hemoglobin (HbS). The high rate of morbidity
and mortality, which especially affects younger patients, reflects the severity of the
disease and the need for studies in the pediatric population, with the aim of
identifying risk factors early, which can generate prophylactic actions that minimize
the disease. Therefore, this study aimed to evaluate the influence of s and alpha
thalassemia haplotypes on the clinical manifestations of pediatric patients with SCA
regularly monitored at HEMOPE. By analyzing medical records, the frequency and
date of occurrence of the following clinical complications were assessed:
vaso-occlusive crises, dactylitis, splenic sequestration, stroke, acute chest syndrome
and priapism. The analyzes to determine the Bs haplotypes and genetic research for
alpha thalassemia were carried out by amplification of each region of the DNA, using
the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, according to each specificity of the
reaction. An association was observed between alpha thalassemia and laboratory
parameters, such as red blood cell count (p= 0,001), hemoglobin (p= 0,001),
hematocrit (p= 0,007), mean corpuscular volume (p <0,0001), mean corpuscular
hemoglobin ( p <0,0001). Regarding the clinical variables analyzed, an association
was found with high-risk transcranial Doppler (p= 0,034). Regarding the fs
haplotype, CAR/CAR was described as being more frequent in pediatric patients,
demonstrating an association with higher levels of leukocyte count (p= 0,028), with
the development of stroke (p= 0,035) and priapism (p = 0,031). Thus, our results
demonstrate that alpha thalassemia and haplotypes are important modulators of
laboratory markers, in addition to influencing the clinical phenotype of patients with
SCA. Therefore, new studies are necessary, since further clarification about this
association is essential for better clinical management of patients with SCA.

Key words: Sickle Cell Disease. Genetic Markers. Phenotypic variability.
Pathophysiology. Stroke.
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1. INTRODUGAO

A anemia falciforme (AF) € uma hemoglobinopatia autossémica recessiva
caracterizada pela heranga em homozigose de uma mutagé&o no gene que codifica a
cadeia globinica B (HBB). Essa condigdo leva a formagdo da HbS que, quando
desoxigenada, se organiza na forma de polimeros que alteram o formato do
eritrocito, adquirindo morfologia semelhante a uma foice. Esse afoicamento dos
eritrocitos consiste em um dos principais mecanismos responsaveis pelo quadro
fisiopatolégico da doenga, caracterizada patologicamente pela anemia hemolitica
cronica, fendbmenos vaso-oclusivos, alteragdes imunologicas e comprometimento
multissistémico. A ocorréncia desses eventos compde fatores determinantes nas
complicacgdes clinicas dos pacientes pediatricos com AF.

Dentre as complicagdes clinicas que acometem os pacientes com AF incluem
crises de dor, dactilite, sequestro esplénico, sindrome toracica aguda, priapismo e
complicagbes cerebrovasculares, como o acidente vascular cerebral (AVC), sendo
esse mais comum em pacientes pediatricos.

Apesar de ser uma doenga monogénica, os pacientes com AF apresentam
grande heterogeneidade fenotipica entre si. Essa heterogeneidade pode ser
explicada em termos de haplétipos beta S (Bs) e coexisténcia da alfa talassemia
(a-tal), considerados como modificadores genéticos classicos estabelecidos na
literatura, em que ambos os fatores influenciam na polimerizacdo da HbS, evento
molecular fundamental na fisiopatologia da doenca.

Os haplétipos do agrupamento de genes da globina beta humana sao definidos
pelo grupo de endonucleases de restricdo que clivam os sitios polimorficos. Esses
locais estdo presentes em combinagdes diferentes, mas limitadas, e tém sido Uteis
em estudos antropoldgicos, pois funcionam como potenciais marcadores genéticos
da heterogeneidade fenotipica da AF. Os diferentes hapldtipos de AF sédo Bantu,
Benin, Senegal, Camardes e Arabe-Indiano. Esses haplétipos estdo associados a
grupos étnicos e também baseados na origem geografica.

A diminuicdo da expresséo de globinas, decorrente da alfa talassemia, leva a
uma reducgado da concentragdo de cadeias globinicas alfa no paciente. Na AF isso
acarreta em redugdo da HbS, induzindo a uma menor polimerizagcdo intra
corpuscular e menor hemolise. Assim, esta mutagcao foi descrita com um papel
protetor para complicagdes clinicas relacionadas a hemodlise que envolve
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vasculopatia proliferativa, como o acidente vascular cerebral, a Ulcera de perna e o
priapismo.

Devido a isso, a elucidacdo dessas variantes genéticas e dos mecanismos
responsaveis pela variabilidade fenotipica na anemia falciforme tera importantes
implicagdes clinicas para o aconselhamento genético e manejo clinico direcionado
aos pacientes pediatricos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anemia Falciforme: definicdo e prevaléncia

A anemia falciforme (AF) &€ um tipo de hemoglobinopatia causada pela
substituicdo unica de nucleotideo (B 6 GAG—GTG; glu 6 —val 6) no cédon 6 do
gene da globina B (HBB), levando a troca do aminoacido acido glutamico por valina,
que se polimeriza em estado de hipodxia, resultando na formagcdo de uma
hemoglobina anormal (HbS) (Steinberg, 1995; Amlie Lefond et al., 2018). Sob
condigdes de hipdxia, a HbS polimeriza tornando as hemacias deformadas e rigidas,
causando alteragcbes morfologicas, resultando, por fim, na sua falcizagdo. Essa
falcizagdo altera as propriedades fisicas dos eritrécitos e tem como alguns
resultados o quadro inflamatério crénico e fendbmenos vaso-oclusivos na
microcirculagdo. A ocorréncia desses eventos, juntamente com a hemolise, compde
um conjunto de fatores fisiopatolégicos determinantes nas complicagdes clinicas dos
pacientes pediatricos com AF (Kato et al., 2017).

A heranga da HbS pode ocorrer em hetero ou homozigose, sendo a forma
homozigotica (HbSS) associada com AF. Quando em heterozigose com outra
hemoglobina variante, diz-se que o individuo é portador de doenca falciforme (DF), a
qual é de gravidade variavel e, quando herdada com HbA (HbAS), diz-se que
apresenta o trago falciforme, condigdo comumente benigna, uma vez que as
concentragdes de HbS sao inferiores a 50% nos eritrocitos (Araujo et al. 2004).

A distribuicdo geografica é variada de acordo com o padrdo migratério da
regidao em questdo. Estimativas apontam que, por ano, aproximadamente 300.000
individuos nasgam com AF no mundo e este numero pode chegar a 400.000
nascimentos no ano de 2.050 (PIEL et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Numero estimado de nascimentos de individuos AF por 100.000 nascimentos em 2015
(Kato et al., 2018).

De acordo com a Carga Global de Doenga (do inglés Global Burden of Disease
— GBD), 3,2 milhdes de pessoas vivem no mundo com a Doenga Falciforme, 43
milhdes sao portadoras do trago (portadores heterozigéticos) e 176.000 pessoas
morrem por ano em decorréncia de complicagdes da doenga (Sundd et al., 2019).

No Brasil, entre 2014 e 2020, a média anual de novos casos de criangas
diagnosticadas com DF no Programa Nacional de Triagem Neonatal foi de 1.087, em
uma incidéncia de 3,78 a cada 10 mil nascidos vivos. Estima-se que, atualmente, ha
entre 60 mil e 100 mil pacientes com DF no pais. A distribuicdo no Brasil é bastante
heterogénea, sendo a Bahia, o Distrito Federal e o Piaui as unidades federadas de
maior incidéncia. Dados do Sistema de Informagdes de Mortalidade do SUS
apontam que, entre 2014 e 2019, a maior parte dos pacientes com DF no Brasil
faleceu na segunda década de vida (20 aos 29 anos). O Brasil registra mais de um
Obito por dia em decorréncia da doenga e mantém uma média de um o&bito por

semana em criancas de 0 a 5 anos (BRASIL. Ministério da Saude, 2022).

2.1.1 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A anormalidade estrutural da HbS é o fator desencadeador das complicagbes

clinicas nos individuos com doenca falciforme. Em condicdbes de baixas



17

concentragbes de oxigénio, as moléculas de HbS estabelecem ligacdes
intermoleculares hidrofobicas, precipitando e conduzindo a modificagdes na
morfologia e membrana celulares, levando a uma série de alteragdes na
funcionalidade dos eritrocitos (Hebbel, Robert P. et al 2020).

Essas alteragdes celulares alteram o equilibrio das hemacias, prejudicam a
deformabilidade das células, tornam-nas mais adesivas e as deixam suscetiveis a
liberacdo de microparticulas, bem como a ativagao do complemento e do sistema de
coagulagdo, o que pode contribuir para processos inflamatérios na DF (Figura 2)
(Wandersee NJ, et al., 2016).



18

Polimerizagao da HbS Drepandcito
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Figura 2: Fisiopatologia molecular da doenca falciforme. IR: Isquemia-reperfusdo, Hb: hemoglobina,

NO: éxido nitrico, NOs-: nitrato, O2: Fe2+: Ferroso, Fe3+: metemoglobina, OH: hidroxila, XO: xantina

oxidase, eNOS: NO sintase endotelial desacoplada, DAMP: padrédo molecular associado a danos,
ROS: espécies reativas de oxigénio, TLR4: receptor Toll-like 4, NET: armadilha extracelular de

neutrofilos, Glu: glutamina, Val: valina, HbS: hemoglobina S, IL-1B: interleucina-1 beta, IL-18:

interleucina 18. Fonte: adaptada de Sundd P, et al., 2019.

Em condigdes normais, as hemacias possuem uma capacidade de

deformabilidade que |hes permite circular através de vasos estreitos, carregando o
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02 para todos os tecidos do corpo. Entretanto, a hemacia falcizada sofre uma perda
dessa deformabilidade, podendo provocar obstrugcdo vascular e isquemia (Ballas,
Samir K et al.,, 2004). Além disso, as hemacias alteradas sofrem hemdlise
extravascular pelo reconhecimento do sistema reticulo endotelial e hemodlise
intravascular devido a acentuada rigidez com fragilidade membranar (Kato et al.,
2009).

A hemdlise € um gatilho inflamatdrio primario na AF. A vida util das hemacias
falciformes pode ser tdo curta quanto 7 a 14 dias, em comparacédo com a vida util de
aproximadamente 120 dias para as hemacias normais (Steinberg MH, et al., 2016).
Apds a lise das hemacias, ocorre a liberagdo de hemoglobina livre de células na
circulacdo. Se nao for sequestrada imediatamente por proteinas de ligacdo a
hemoglobina plasmatica, como a haptoglobina, essa hemoglobina livre de células
provoca o consumo imediato de oxido nitrico (NO) (Reiter CD, et al., 2002; Schaer
DJ, et al., 2014). Além de suas propriedades vasodilatadoras, o NO derivado do
endotélio tem efeitos anti-inflamatoérios significativos, reduzindo a ativacao
leucocitaria e as interagdes leucdécitos-endoteliais e a emigracdo de leucdcitos dos
vasos sanguineos para os tecidos (Arndt H et al., 1993; Walley KR et al., 1999;
Wallace JL, 2005; Hossain M et al., 2012; Tsoumani ME et al., 2012).

2.1.2 Complicagdes Clinicas

Embora seja uma doenga monogénica, os pacientes com AF apresentam uma
grande heterogeneidade fenotipica. Seu quadro clinico pode variar desde uma forma
leve, que pode ser clinicamente inaparente, até uma grave, com lesdes em 6rgaos,
podendo ocasionar morte em idades relativamente jovens (Lettre, 2012).

A nivel da microvasculatura, esta anormalidade morfolégica da origem a
fendbmenos vaso-oclusivos e anemia hemolitica, em que o estado inflamatério
croénico leva os individuos com AF a apresentarem diversas complicagdes clinicas,
que acometem varios 6rgéos e tecidos, podendo ser mais ou menos incapacitantes.

As principais complicagdes agudas e crdnicas desta doengca em pacientes
pediatricos com AF sdo: crises vaso oclusivas (CVO), dactilite, sequestro esplénico
agudo (SEA), acidente vascular cerebral (AVC), sindrome toracica aguda (STA) e

priapismo (Steinberg, 2008; Ballas et al., 2010; Patricia Reparaz, et al., 2022).
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2.1.2.1 Crises vaso oclusivas

Dentre as complicagdes, a mais comum apresentada pelos individuos com AF
€ a vaso-oclusdo, razao prevalente para visitas ao pronto-socorro e internagoes
hospitalares entre pacientes pediatricos (Fosdal, Marian B, 2015). As CVOs séao
descritas pela obstrugdo principalmente na microcirculagdo de pequenos vasos
sanguineos em varias partes do corpo, reduzindo a oxigenacgao tecidual e podem
culminar em dano tecidual e fisiologia de isquemia-reperfusdo, o que resulta em dor
intensa. Os locais mais comuns de oclusdo incluem ossos, causados por lesdes
Osseas intensas, bem como outros 6rgaos e tecidos, o que pode levar a uma
variedade de sintomas e complicagbes (Ballas, 2018; Y. Wang et al., 2022; Williams
& Thein, 2018). Por ser considerada uma das causas mais comuns de
hospitalizagdo e sua incidéncia ser relativamente alta, torna-se um fator consistente

de risco para avaliagao dos parametros desencadeantes da crise.

2.1.2.2 Dactilite

A dactilite € uma manifestagdo de crises vaso-oclusivas aguda de maos ou
pés, ou ambos simultaneamente, correspondendo a extensas areas de infarto
0sseo. Em criangcas com idade escolar, a dor é principalmente nos ossos longos e,
quando mais velhos, costumam ter crises dolorosas na coluna (Howard e Davies,
2007). A ocorréncia de dactilite antes dos 12 meses de idade é um fator preditivo da
gravidade da doenga e de um resultado adverso, devido a isso pode comprometer
consideravelmente a qualidade de vida dos pacientes com AF (L. Foucan, 2006; IV
Silva, 2015; A. Solé-Ribalta, 2015). Embora as sequelas imediatas sejam raras, a
dactilite tem sido implicada como um fator de risco para doenca grave (Miller S et al.,
2000). Devido a isso, a demonstragao da maior frequéncia nesses pacientes é util na

analise do desenvolvimento dessa complicagao clinica.
2.1.2.3 Sequestro esplénico agudo
O sequestro esplénico agudo (SEA) é uma complicagdo da AF de grande

frequéncia, que na maioria dos casos, € a primeira complicagdo a se manifestar na

infancia (Emond et al., 1985). O SEA é definido como um rapido aumento do
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tamanho do bacgo, devido ao aprisionamento das hemacias e outros componentes do
sangue no bago. Os sintomas podem incluir dor abdominal intensa, e, em casos
graves, até choque. O tratamento imediato € necessario para restaurar o volume
sanguineo circulante e aliviar os sintomas, isso geralmente envolve transfusées de
sangue para aumentar a quantidade de sangue disponivel e reduzir o acumulo no
baco. Em casos graves, pode ser necessaria uma esplenectomia, remogao do baco,
para prevenir recorréncias futuras. Portanto, a identificagdo dessa complicagcao é

essencial para avaliar o comprometimento da qualidade de vida dos pacientes.

2.1.2.4 Acidente vascular cerebral

Acidente vascular cerebral (AVC) é definido como um evento neurolégico
agudo secundario a oclusdo de uma artéria com consequente isquemia cerebral,
podendo ser também um evento de carater hemorragico. Ocorre quando o
fornecimento de sangue para uma parte do cérebro é interrompido ou limitado,
causando danos ou morte das células devido a falta de oxigénio e nutrientes. De
forma geral, o aumento da adesividade eritrocitaria, ativagdo endotelial e aumento
da producéo de mediadores da inflamagao e diminuicdo da biodisponibilidade do NO
colaboram para o seu desenvolvimento (Aggeli et al., 2021; Ghafuri et al., 2022,;
Kwiatkowski et al., 2019).

Em pacientes com AF, complicagdes de carater neuroldgico estédo relacionadas
com um alto indice de mortalidade. O AVC em especial € a manifestagcao
neurolégica mais comum entre esses pacientes, principalmente os pediatricos.
Sendo considerado de maior risco durante a primeira década, apresentando maior
significancia na idade de dois a cinco anos (Ohene-Frempong K et al, 1998; Makani
J, 2007). Aproximadamente 11% dos pacientes com AF apresentam AVC
clinicamente aparente antes dos 20 anos de idade (Ohene-Frempong K, et al.,
1998).

Atualmente, o uso do Doppler transcraniano (DTC), método ultrassonografico
nao invasivo que determina a velocidade do fluxo sanguineo nas artérias cerebrais,
€ considerado uma ferramenta sensivel para detecg¢ao precoce do risco de AVC (CL
Lobo, et al., 2011).

O risco de AVC é diretamente proporcional ao aumento da média da velocidade

maxima de fluxo (VMMF) sanguineo nas artérias. Apos a realizacdo do DTC e a
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obtencdo do seu resultado, os pacientes podem ser estratificados em trés grupos
distintos: normal, condicionante e alto risco. A VMMF é considerada normal até 170
cm/s, condicionante quando a VMMF ¢ igual ou superior a 170 cm/s até 199 cm/s, e
alto risco, quando em duas avaliagbes seguidas e independentes, as VMMF séao
iguais ou superiores a 200 cm/s (Adams et al., 2001; Adams et al., 2004; Debaun et
al., 2020).

Em 1997, foi realizado um estudo em que 315 criangas com AF, sem histérico
de AVC, que foram submetidas a exames neuroldgicos e concluiu-se que o risco de
desenvolvimento de AVC aumentava significativamente com o aumento da
velocidade sanguinea nas artérias carotida e cerebral média (Adams et al., 1997).
Um estudo multicéntrico também realizado por Adams, propds o uso do DTC como
uma ferramenta de triagem e estratificacdo clinica como forma de prevengao
primaria do AVC em criangas com AF (Adams et al., 1998).

Tendo em vista que o AVC é um evento multifatorial, e a sua fisiopatologia na
AF relaciona-se com diversos mecanismos, como 0 aumento de expressao de
moléculas de adesao endotelial, que irdo contribuir para a maior aderéncia das
células levando a um estado mais suscetivel a oclus&o do vaso, torna-se essencial
utilizar ferramentas que possam prever o AVC no progndstico da AF.

Dessa forma, o uso do DTC tornou-se um instrumento em que ocasionou uma
reducao significativa na incidéncia de AVC em criangas, por promover o diagnostico
e intervencdo precoce nos pacientes em maior risco ou com alteragao no fluxo
vascular (Adams et al., 2003; Ballas et al., 2012).

2.1.2.5 Sindrome toracica aguda

A sindrome toracica aguda (STA) é tida como a segunda maior causa de
hospitalizagdo para pacientes com AF, perdendo apenas para crises dolorosas, e
episodios recorrentes podem causar doenga pulmonar cronica debilitante (Vichinsky
et al. 1997; Powars D, et al., 1988, Vichinsky et al. 2000). Além de que, uma causa
muito comum de mortalidade em pacientes falciformes, se nao for identificada em
estagios iniciais e tratada de forma agressiva (Annadatha A, et al., 2021).

E definida como a presenca radioldgica de infiltrados pulmonares com febre ou
sintomas respiratorios como dor toracica, falta de ar e tosse em um paciente. A

doenga assemelha-se clinica e radiograficamente a pneumonia bacteriana, com
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febre, leucocitose, dor toracica pleuritica, derrame pleural e tosse (Vichinsky EP, et
al., 2000).

Sendo consequente a lesdo multifatorial pulmonar e estar relacionada a
processos de vaso-oclusdo, embolia de medula 6ssea e infec¢des, portadores da AF
podem apresentar manifestacdes clinicas como cianose, dor toracica, hipoxemia e
dispneia (Zago MA, et al, 2007; Kato GJ, et al, 2018). Dessa forma, podem evoluir
rapidamente para faléncia respiratéria e morte (Vichinsky et al., 1997; Ballas et al.,
2010). Assim, é essencial o entendimento da heterogeneidade clinica da doenga em

pacientes pediatricos com AF.

2.1.2.6 Priapismo

Além dessas complicacdes, o priapismo € comum nos individuos do sexo
masculino, definido pela ere¢cado peniana prolongada e dolorosa ndo acompanhada
de desejo ou estimulo sexual, usualmente persistente por mais de quatro horas.
Esta condigao é considerada uma emergéncia uroldgica e, infelizmente, a disfungao
erétil € sequela comum no tratamento inadequado (Keoghane SR, et al., 2002).

Na infancia se apresenta como um sintoma comum de AF, especialmente apds
a puberdade, principalmente como baixo fluxo ou complicagdo de trauma peniano.
Essa manifestacao fenotipica da AF pode causar sequelas graves em relacéo a vida
sexual futura do paciente, impoténcia persistente, disfuncdo erétil e problemas
comportamentais no ambito sexual, uma vez que os individuos afetados temem a
ocorréncia de um episédio de erecao dolorosa no curso da atividade sexual normal,
que é a causa mais comum de episodios de priapismo apos a puberdade (Adeyoju
AB, et al., 2002; Lisieux Eyer de Jesus, et al., 2009).

2.2 Moduladores Genéticos da Anemia Falciforme

Apesar de ser uma patologia monogénica, a influéncia de indicadores
moleculares foram descritos como possiveis moduladores no desenvolvimento de
complicagdes na AF, refletindo em uma notavel heterogeneidade fenotipica na
clinica dos pacientes (Rampersaud et al., 2021).

Alguns moduladores ja sdo bem discutidos na literatura como os haplétipos da

globina Bs, que sédo padrdes de sitios polimérficos ligados ao cluster da B-globina e
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que influenciam na concentracdo da HbF a qual esta relacionada com a evolucao
clinica de pacientes com AF por atuar justamente na diminuigdo da polimerizagéo da
HbS.

Outro modulador bem estabelecido € a coexisténcia com alfa talassemia (a-tal),
a qual tem sido associada com uma menor taxa hemolitica, reducdo da HbS e por
consequéncia a diminuicdo da polimerizacdo, amenizando assim o0s eventos
vaso-oclusivos, que acabam por exercer um efeito protetor contra complicagdes

clinicas como o AVC (Steinberg; States, 2021).

2.2.1 Haplotipos do Gene da Globina Bs

Os haplotipos sdo determinantes genéticos localizados em um mesmo
cromossomo, caracterizados pelo padrdo de combinacdo de diferentes sitios
polimdrficos (Lima da Silva, 2006). Padrées de sitios polimérficos do DNA ligados ao
complexo da B-globina definem os chamados haploétipos da AF (Alsultan et al.,
2014). Na década de 90, foi observado que a gravidade das manifestagcdes clinicas
da HbSS estava relacionada ao tipo de haplétipo do gene da globina beta (Powars &
Hiti, 1993).

Os hapldtipos Bs estdo associados com o progndstico dos pacientes com AF,
por apresentarem correlacdo com os niveis de HbF, visto que, pesquisas mostraram
que a presenga da HbF diminui a capacidade de polimerizagdo da HbS (Steinberg et
al.,, 1995). Estudos de diferentes grupos étnicos com AF, com caracteristicas
hematoldgicas distintas, sugerem que o haplétipo da globina B pode ser utilizado
com um marcador de gravidade da doencga, onde trabalhos em pacientes de mesmo
haplétipo podem ajudar a elucidar a real contribuicdo de outras variaveis genéticas
(Domingos, 2014; Steinberg, 2005).

O agrupamento de genes da B-globina na AF foram descritos em diferentes
regides e estdo ligados a grupos populacionais especificos, recebendo a
denominagdo de acordo com os locais de origem, chamados Bantu ou CAR
(Republica Centro-Africano), predominante na Africa Central, Benin no ocidente
centroafricano, Camardes, menos frequente, se restringe ao grupo étnico Eton na
costa ocidental Africana, e Sudao e Senegal prevalece no Litoral Atlantico Africano.

As concentracbes médias de HbF diferem entre esses hapldotipos. Os

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

A HbS foi introduzida no Brasil durante o trafico de escravos africanos, que
ocorreu com maior intensidade entre os séculos 16 e 19. A trajetoria dos negros
africanos para o Brasil foi heterogénea, uma vez que esse movimento se
desenvolveu ao longo de 300 anos, levando escravos de quase toda a costa 29
ocidental da Africa (Haltzlhofer, 2017). Nesse periodo entraram pelos portos da
Bahia e Rio de Janeiro, pelo menos 3,6 milhdes de negros africanos (Naoum, 2000;
Filho ILS et al., 2010). Grande parte dos escravos aportados veio da Angola, Congo
e Mocambique, onde o haplétipo Bantu predomina, e cerca de 30% dos escravos
vieram da regido Benin e Senega. Estes Uultimos foram destinados quase
exclusivamente a Bahia (Zago, Figueiredo & Ogo, 1992; Salas et al., 2004).

No Brasil, estudos mostraram que o haplétipo CAR € o mais comum nas
regides Nordeste e Sudeste, exceto na Bahia, onde ha elevada prevaléncia do
haplétipo BEN (Adorno et al. 2004; Bezerra et al. 2007). Em Pernambuco, o trabalho
de Bezerra et al. (2007), ao caracterizar a composig¢ao haplotipica de 74 individuos
com doenca falciforme, encontrou prevaléncia de 81% para o haplétipo CAR
(Bezerra et al., 2007). Tais achados sdo condizentes com a origem geografica dos
escravos trazidos ao Brasil no periodo colonial, uma vez que os negros oriundos do
golfo do Benin foram, em sua maioria, encaminhados para a Bahia e os oriundos do

Congo e Angola, para as demais regides brasileiras (Figura 3) (Batista, 2017).
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Figura 3 - Padrdes de distribuigdo dos haplétipos Bs na Africa e sua heranga no Brasil. Fonte:
Lindenau (2009).

2.2.2 Alfa Talassemia

A o-tal é uma doenca hereditaria, autossémica recessiva, caracterizada por
uma anemia hipocrémica microcitica. E uma das doengas genéticas monogénicas
mais comuns na populagdo mundial. A gravidade clinica varia de quase
assintomatica a um quadro hemolitico letal, denominado Sindrome de Hidropsia
Fetal de Hb Bart.

A base molecular geralmente sido delecbes e, menos frequentemente,
mutagdes pontuais afetando a expressao de um ou mais genes a duplicados (Figura
4). A variacado clinica e o aumento da gravidade da doenca estdo diretamente
relacionados a diminuicado da expressao de uma, duas, trés ou quatro cépias dos

genes da a-globina (Samaneh Farashi, et al., 2018).
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Figura 4.- Classificacdo dos defeitos da o-talassemia e expressdo fenotipica. Fonte: adaptado
Samaneh Farash, 2018.

Com essa diminuicdo de cadeias a, ha o desbalango de sintese entre as
cadeias a e B, e consequente diminui¢gao da produgao de HbS. Com menos HbS, ha
menor taxa hemolitica, e consequente diminuicdo de frequéncia de algumas
complicagdes da doenga (Steinberg; Embury 1986; Fertrin, Costa, 2010; Belisario,
Viana 2011; Hassan et al., 2014).

Deste modo, por diminuir a hemolise, a associagao da a-talassemia com a AF
protege contra os fenotipos associados com processos hemoliticos, como as ulceras
de perna, priapismo e AVC (Domingos, 2014; Silva, 2015). Entretanto, alguns
estudos apontam para uma maior frequéncia de episodios dolorosos, decorrente de
um aumento da viscosidade sanguinea, devido uma elevagao no percentual de
eritrocitos circulantes, como uma compensagao fisioldgica inerente a esta condi¢cao
(Kato et al., 2007; Sankaran & Weiss, 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia dos haplétipos Bs e da alfa talassemia nas manifestacoes

clinicas de pacientes pediatricos com anemia falciforme.
3.2 Objetivos Especificos

e Coletar os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes pediatricos com

anemia falciforme acompanhados na Fundagcdo HEMOPE;

e Determinar as frequéncias da variante delecional de -«>’Kb da talassemia
alfa nos pacientes estudados;

e Realizar a caracterizagao molecular dos haplétipos ligados ao grupo de genes
da globina S;

e Correlacionar os dados clinicos e laboratoriais com os haplétipos beta S e a

presenca de alfa talassemia.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este projeto trata-se de um subprojeto de uma pesquisa aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HEMOPE) (Parecer nimero: 035/2010), de
acordo com o previsto na resolugado n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CNS) (Anexo A).

4.2 Grupo de estudo
Foram selecionados 276 pacientes pediatricos com até 18 anos de idade, de

ambos 0s sexos portadores do gendtipo HbSS, em acompanhamento na Fundagao

de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE).
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4.3 Dados Clinicos e Laboratoriais

Os dados clinicos e laboratoriais, foram coletados através da analise dos
prontuarios médicos dos pacientes que compareceram regularmente ao ambulatério
de Hematologia da Fundacdo HEMOPE. Foram avaliados critérios de frequéncia,
importancia clinica e melhor possibilidade de caracterizagao, para selecionarmos as
manifestacdes clinicas do estudo. As complicagdes clinicas estudadas foram: crises
vaso-oclusivas, dactilite, sequestro esplénico, acidente vascular cerebral, doppler

transcraniano, sindrome toracica aguda e priapismo.

4.4 Analise Molecular

4.4.1 Coleta de sangue

Para a realizagao dos experimentos foram coletados cerca de 5 ml de sangue
periférico, em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). As amostras coletadas foram conduzidas ao laboratério do Nucleo de
Hematologia Clinico Laboratorial (NHCL) do Laboratério Central do Centro de
Biociéncias (LabCen) da Universidade Federal de Pernambuco para a realizagao da

analise molecular.

4.4.2 Extragdo do DNA genbmico

A extracdo de DNA genbmico &€ um processo fundamental na biologia
molecular que envolve o isolamento e purificagdo do material genético. Nesse
estudo foi extraido o DNA, a partir dos leucdcitos pela técnica de fenol-cloroférmio
modificado (Davis et al., 1986). Esse método consiste em promover a extragao de
DNA de sangue periférico utilizando fenol/cloroformio e precipitacdo com etanol.
Neste procedimento, as proteinas contaminantes sofrem desnaturagdo e sao
mantidas na fase organica ou na interface entre as fases organica e aquosa,
enquanto que os acidos nucléicos permanecem na fase aquosa. A adi¢ao de etanol
faz com que os sais e outros solutos, como os residuos da extragdo com
fenol/cloroférmio, permane¢cam em solu¢ao, enquanto os acidos nucléicos precipitam

e podem ser separados facilmente por centrifugagao (Batista, 2017).
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4.4.3 Determinacao dos haplétipos Bs

As anadlises de determinacdo dos haplétipos Bs foram realizadas em 251
amostras pela amplificagdo de cada regido do DNA, por meio da técnica de Reagéao
em Cadeia da Polimerase (PCR). Essa reagao permite a amplificacdo de regides
especificas do DNA, incluindo os haplétipos, que sado padrbes de variagdes
genéticas em sequéncias especificas do DNA.

Uma identificacdo de hapldtipos envolve a identidade dos padrdes especificos
de variagbes genéticas em sequéncias de DNA que s&o transmitidas em conjunto
em uma populagao. Neste estudo foram utilizados as endonucleases de restricao
Xmn |, Hind Ill, Hinc Il e Hinf | para analise de 6 sitios polimérficos do cluster beta. A
composicao das reacdes e condigdes de amplificacdo variaram dependendo da

regido polimorfica (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Reagéo de PCR para haplétipos Bs.

Endonucleases de Xmn | Hind Il Hinc Il Hinc Il Hinc Il Hinf |

restricao

Sitios polimérficos 5vG YG YA v3 Y 5B

Primers HO H2 H3 H5 H7 H9
H1 H3 H4 H6 H8 H10

Componentes Volumes (ulL)

Tampao (10x) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

MgCI2 (50mM) 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,5

dNTP (10 mM) 1,5 1,5 1,5 1,5

dNTP (2 mM) 5,0 5,0

Primer 5° (10 M) 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Primer 3’ (10 M) 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Taqg DNA 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25

Polimerase (5U/l)

DNA (200 ng) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

dH20 35,25 38,0 38,0 38,0 38,0 34,25

Volume Final (ul) 50 50 50 50 50 50

Fonte: Autor, 2023.



31

Tabela 2: ciclagem de temperatura para reagao dos haplétipos Bs.

Desnaturacdo Desnaturacdo Anelamento Extensao Extensao

inicial Final

35 ciclos

Regido T Tempo T Tempo T Tempo T Tempo T Tempo

(°C) (°C) (°C) (°C) (°C)

5yG 94 5 94 45 60 45" 72 130" 72
yG 94 5 94 30" 55 1 72 1 72

yA 94 5 94 30" 55 1 72 1 72

wp 94 5 94 30" 55 1 72 1 72

Jyp 94 5 94 30" 55 1 72 1 72
5B 94 5 94 45" 57 45" T2 1 72

Fonte: Autor, 2023.

Para confirmagdo da amplificacdo, o produto da PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,0%, verificando a presenga ou auséncia dos
produtos amplificados, usando corantes fluorescentes de DNA. Apds a verificagao
da presenca do resultado, foi realizado analise de restricdo, em que o produto da
PCR é digerido a 37°C durante 24 horas, com endonucleases de restricdo
apropriadas para cada sitio polimérfico. Apds as 24 horas, é realizada uma nova
eletroforese em gel de agarose 1,5%, para a observagao dos fragmentos de DNA e
identificacdo dos padroes de restricdo, que determinam os hapldtipos, e
dependendo do padrdo de fragmentos resultante da digestdo enzimatica, obtém-se
os resultados sobre a presenga ou auséncia para cada sitio polimérfico (Figuras 5 e
6).
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Primers Enzima JRegiéo Tamanho fragmento Fragmentos apos clivagem
HO e H1 Xmnl 5" 650 pb 450 pb + 200 pb

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

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

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

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

Figura 5: Tamanho dos produtos amplificados e apdés a clivagem com as endonucleases de

restricdo. Fonte: Haltzlhofer, 2017
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Figura 6: Identificagdo dos padrdes de restricdo que determinam os haplétipos 3s. Fonte: Sutton et
al., 1989; Haltzlhofer, 2017.

4.4.4 Pesquisa do gendtipo a

No contexto da pesquisa genética da alfa talassemia, a PCR pode ser usada

para identificar mutagdes especificas que estdo associadas a doenga (Tabela 3). A

pesquisa da mutacgao -«*"Kb foi investigada através da utilizagdo dos iniciadores C2
e C10, onde os oligonucleotideos iniciadores se ligam na regido que compreende a
possivel delecdo (Tabela 4). Cada ciclo consiste em trés etapas: desnaturacao
(94°C), onde as fitas de DNA se separam; anelamento (56°C), onde os primers se
ligam as sequéncias alvo; e extensdo (72°C), onde a DNA polimerase adiciona

novos nucleotideos a fita de DNA, gerando padrbes distintos de produtos de
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amplificagdo (Tabela 5).

Tabela 3: Reagéo de PCR para pesquisa da delegéo -«”"Kb.

Componentes Volumes (ul)
H20 25,0
Tampéao a 2,5
DMSO 2,5
dNTP 0,75
Primer C2 0,5
Primer C10 0,5
Taq polimerase 0,25
DNA 1,0

Legenda: Tampao a = solugdes estoque 3,35 ml de Tris-HCI 2M (pH 8,6); 1,66 ml de (NH4)2S04 1M;
250 | de MgCI2 1M; 33,5 | de Na2EDTA 0,2M; 85 | de BSA-20 mg/ml; 70 | de mercaptoetanol 14,3M,
para um volume final de 10 ml com dH20. Todas as solugdes estoque foram autoclavadas, exceto
MgCI2 que é filtrada. Fonte: Autor, 2023.

Tabela 4: Sequéncia dos primers para pesquisa da delegao -« "Kb.

Primers Sequéncia do Primer (5’-3’) Direcéo Posicéo
C2 CCATGCTGGCACGTTTCTGA R 11365
C10 GATGCACCCACTGGACTCCT D 5641

Legenda: R= reverso D= direto. Fonte: Autor, 2023.

Tabela 5: Condicdes de ciclagem para a pesquisa da delecéo -”"Kb.

Desnaturacdo Desnaturacao Anelamento Extenséo Extenséao
inicial Final
30 ciclos
T(C) Tempo T (°C) Tempo T (°C) Tempo T (°C) Tempo T (°C) Tempo
94 10’ 94 45” 56 1 72 1’ 72 7

Fonte: Autor, 2023.

O produto da amplificagao foi analisado por eletroforese em gel, técnica
relacionada através da separagcdo de moléculas de acordo com seu tamanho e

carga elétrica, e por meio da visualizagdo das bandas de DNA sob luz ultravioleta, é
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realizada a analise de interpretagao dos resultados.
Na pesquisa da delegao (-a3'7Kb), o produto amplificado gera um fragmento de

2,1kb para o haplétipo normal (aa) e de 1,9kb para o haplotipo mutante (-oc3’7Kb)
(Figura 7).

2,1Kb
1,9 Kb

Figura 7: Produto dos fragmentos amplificados diferenciados por gel de agarose. Os gendtipos
descritos na figura sdo: 1 (ac/aq); 2 (-« Kb)aa); 3 (- Kb)aa); 4 (-a” Kb)/(-« Kb). Fonte:
modificado de (Dodé et al., 1993; Haltzlhofer, 2017).

4.5 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada com o auxilio do software SPSS Statistics
19.0. Para as diferengas entre as variaveis continuas recorreu ao teste de
Kruskal-Wallis. As variaveis categoricas foram comparadas entre os grupos
utilizando-se o teste Chi-quadrado e o teste exato de Fisher. Foi considerado o nivel

de significancia de 0,05 e intervalo de confianga de 95%.
5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacao da coorte
Foram incluidos 276 pacientes pediatricos portadores de AF com

acompanhamento regular no HEMOPE, sendo 131 do sexo feminino (47,5%) e 145

do sexo masculino (52,5%). A mediana da idade dos pacientes foi de 12 anos
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(intervalo de 4-18 anos). Do grupo analisado, 159 (62,6%) desenvolveram pelo
menos uma das manifestagdes clinicas: crises vaso oclusivas, dactilite, sequestro
esplénico agudo, acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda e priapismo.
As manifestagdes clinicas de maior prevaléncia foram dactilite com 34,7%,
seguido por sequestro esplénico agudo 21,9%, sindrome toracica aguda 7,5%,
acidente vascular cerebral 5,2% e priapismo em individuos do sexo masculino 5,1%.
Em relacédo aos resultados da velocidade de fluxo sanguineo cerebral avaliado
pelo DTC, 161 (70,9%) pacientes foram classificados como DTC normal, 47 (20,7%)
como DTC condicionante e 19 (8,4%) como DTC de alto risco. Com relagdo as
analises do DTC, 6 pacientes apresentaram DTC inadequado (isto €, velocidade de
fluxo ndo detectada pelo exame devido a limitagao técnica), 3 que apresentaram o
exame inconclusivo (isto &, resultados de DTC que nao puderam ser interpretados) e
outros 31 que nunca realizaram o DTC. Devido a isso, esses 40 pacientes foram
excluidos da analise. Os dados da caracterizagao clinica da populagao geral com AF

constam na tabela 6.
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Tabela 6: Caracteristicas clinicas dos pacientes pediatricos portadores de AF.

n (o/o)

Caracteristicas clinicas (n total= 276

Sexo
Feminino 131 (47,5%)
Masculino 145 (52,5%)
Idade
Intervalo (anos), (mediana - anos) 4-18, (12)
Crises vaso oclusivas 254
<2 159 (62,6%)
2-5 58 (22,8%)
>5 37 (14,6%)
Dactilite 93 (34,7%)
Intervalo (anos), (mediana - anos) 0,1-4,4 (2,4)
Sequestro esplénico agudo 59 (21,9%)
Intervalo (anos), (mediana - anos) 0,2-8,6 (4,1)
Acidente vascular cerebral 14 (5,2%)
Intervalo (anos), (mediana - anos) 1,5-12,7 (6,6)
DTC 227 (82,2%)
Normal 161 (70,9%)
Condicionante 47 (20,7%)
Alto risco 19 (8,4%)
Sindrome toracica aguda 20 (7,5%)
Intervalo (anos), (mediana - anos) 2,5-12 (7)
Priapismo 14 (5,1%)
Intervalo (anos), (mediana - anos) 2,7-13,9 (10,1)

DTC: Doppler transcraniano. Fonte: Autor, 2023.

5.2 Caracterizagdo molecular dos moduladores genéticos

Os haplétipos Bs de 251 pacientes foram analisados, e diferentes associagdes
haplotipicas foram encontradas. Com maior frequéncia encontra-se o haplétipo
CAR/CAR (56,2%) na populagdo, seguida da associacdo CAR/BEN (23,5%). Os

demais hapldtipos apresentaram uma baixa frequéncia na populacgao.
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A delecéao -«"’Kb foi avaliada em 276 pacientes, em que obteve como
resultado, homozigose (-a/-a) esteve presente em (1,5%) dos pacientes, enquanto

pacientes heterozigotos (-a/aa) tiveram como frequéncia (18,5%) (Tabela 7).

Tabela 7: Frequéncia dos haplétipos Bs e da alfa talassemia (delecéo -oc3’7Kb) em pacientes
pediatricos portadores de anemia falciforme.

Caracteristicas N (%)
Moleculares

Haplotipos Bs (n=251)

CAR/CAR 141 56,2
CAR/BEN 59 23,5
CAR/ATP 31 12,4
CAR/CAM 2 0,8
CAR/ARB 2 0,8
ATP/ATP 1 0,4
BEN/BEN 6 24
BEN/CAM 1 0,4
BEN/ARB 1 0,4
BEN/ATP 7 2,8

Delecdo -o” Kb (n=276)

-a/-a 4 1,5
-a/aa 51 18,5
ao/aa 220 80,0

CAR (Republica Central Africana); BEN (Benin); ATP (Atipico); CAM (Camardes); ARB
(Arabe-Indiano). Fonte: Autor, 2023.

5.3 Associacao dos moduladores com as variaveis clinico-laboratoriais

Foi observado que a presengca da delecao -«*’Kb foi associada com
parametros laboratoriais, apresentando maiores niveis de contagem de hemacias
(p= 0,001), hemoglobina (p= 0,001) e hematécrito (p= 0,007). No entanto, foi
observado que, a associacdo com volume corpuscular médio (p <0,0001),

hemoglobina corpuscular média (p <0,0001) apresentavam-se com menores niveis.
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Além disso, em relagdo as variaveis clinicas analisadas foi associada com
menor frequéncia de DTC de alto risco (p=0,034). Os dados da caracterizagao

;o . e ~ . 3,7
clinica dos pacientes pediatricos com AF portadores da mutacao alfa talassemia -a

Kb incluidos no estudo constam na tabela 8.

Tabela 8: Anadlise de associagcdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes
pediatricos em relacdo a alfa talassemia.

Caracteristicas a Talassemia

p-valor
-«>’Kb negativo -«>’Kb positivo
Sexo
Feminino 101 (45,9%) 30 (53,6%) 0,305
Masculino 119 (54,1%) 26 (46,4%)
RBC(x10"células/p
’ 2,65 3 .
mediana 0,001
Intervalo 1,66 - 4,98 1,86-4,05
Hb (g/dL), mediana 7,70 8,3 0,001*
Intervalo 5,10-10,60 6,20-9,90
HbF (%), mediana 9,2 7,2 0,295
Intervalo 0,8-23,40 1,60-12,10
Ht (%), mediana 22,90 24,65 0,007*
Intervalo 16-31 19-29
VCM (fL), mediana 86,50 80,10 <0,0001
Intervalo 53-100 64-86
HCM (g/dL), mediana 29,30 26,40 <0,0001
Intervalo 17-33 20-31
Reticuldcitos (%), 10,60 8,9 0,126
mediana
Intervalo 1,50-26,30 3,10-19,00
Leucadcitos (x10°/L), 0,420
mediana 14600 15500
Intervalo 2800-37900 2800-24220
Plaquetas (x10°%/L), 0,403
mediana 465000 425000



Intervalo
BT (mg/dL), mediana
Intervalo
Bl (mg/dL), mediana
Intervalo
LDH (U/L), mediana
Intervalo
AVC
Sim
Nao
STA
Sim
Nao
DTC
Normal
Condicionante
Alto risco
CvO
<2
2-5
>5
Sequestro Esplénico
Sim
Nao
Priapismo
Sim
Nao
Dactilite
Sim
Nao

1310000-9810000
1,62
0,38-8,92
1,23
0,24-8,52
708
211-1762

12 (5,6%)
201 (94,4%)

14 (6,6%)
199 (93,4%)

122 (67%)
43 (23,7%)
17 (9,3%)

130 (64,4%)
45 (22,2%)
27 (13,4%)

47 (22%)
167 (78%)

13 (6,1%)
200 (93,9%)

75 (35,2%)
138 (64,8%)

230000-7210000
1,4
0,38-7,46
0,96
0,24-7,28
589
272-1188

2 (3,7%)
52 (96,3%)

6 (10,9%)
49 (89,1%)

39 (86,7%)
4 (8,9%)
2 (4,4%)

29 (55,8%)
13 (25%)
10 (19,2%)

12 (21,8%)
43 (78,2%)

1(1,8%)
54 (98,2%)

18 (32,7%)
37 (67,3%)

39

0,084

0,057

0,485

0,570

0,275

0,034*

0,450

0,982

0,203

0,730

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, HbF: Hemoglobina fetal, Ht: Hematdcrito, VCM: Volume
corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucodcitos, PLT: Plaquetas, BT:
Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, SEA: Sequestro esplénico agudo, STA: Sindrome toracica
aguda, DTC: Doppler transcraniano, CVO: Crises vaso oclusivas. *Diferenca estatisticamente
significativa (p < 0.05). Fonte: Autor, 2023.

Com relacdo aos haplétipos Bs foi observado que a presenga do haplétipo

CAR/CAR foi associada com parametros laboratoriais, apresentando maiores niveis

de leucocitos (p= 0,028). Em relagéo as variaveis clinicas analisadas foi associada

com maior frequéncia para AVC (p= 0,035), e menor frequéncia para priapismo

(p= 0,031). Os dados da caracterizagao clinica dos pacientes pediatricos em relagao

a haploétipos Bs constam na tabela 9.
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Tabela 9: Analise de associagdo entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes

pediatricos em relagao aos haplétipos Bs.

Haplétipos Bs

Caracteristicas p-valor
CAR/CAR CARCAR

Sexo
Feminino 71 (50,4%) 50 (45,5%) 0,441
Masculino 70 (49,6%) 60 (54,5%)

RBC(x10"células/y,

mediana 2,08 201 0,622
Intervalo 1,66-3,70 1,93-4,98

Hb (g/dL), mediana 7,75 7,70 0,331
Intervalo 5,20-10,30 5,10-10,60

HbF (%), mediana 10,6 7 0,486
Intervalo 0,80-21,70 1,60-23,40

Ht (%), mediana 23,40 22,90 0,375
Intervalo 16-30 17-31

VCM (fL), mediana 85,95 87,10 0,595
Intervalo 64-100 53-98

HCM (g/dL), mediana 29,30 28,80 0,283
Intervalo 21-33 17-33

Reticuldcitos (%), 10,90 9,90

mediana 0,450
Intervalo 4,20-26,30 1,50-24,90

Leucdcitos (x10°/L),

mediana 15150 13800 0,028*
Intervalo 5040-25400 2800-37900

Plaquetas (x10°%/L), 0,680

mediana 458000 455000
Intervalo 1790000-780000 114000-981000

BT (mg/dL), mediana 1,82 1,52 0,263
Intervalo 0,42-8,92 0,38-3,61

Bl (mg/dL), mediana 1,30 1,12 0,156
Intervalo 0,30-8,52 0,24-2,88

LDH (U/L), mediana 663 791 0,467



Intervalo

AVC

Sim

Nao
STA

Sim

Nao
DTC

Normal

Condicionante
Alto risco

CvO
<2
2-5
>5

Sequestro Esplénico

Sim
Nao
Priapismo
Sim
Nao
Dactilite
Sim
Nao

211-1415

4 (2,8%)
126 (92%)

9 (6,6%)
128 (93,4 %)

81 (66,9%)
29 (24%)
11 (7,8%)

72 (57,6%)
34 (24,1%)
19 (15,2%)

38 (27,7%)
99 (72,3%)

4 (2,9%)
133 (97,1%)

50 (36,5%)
87 (63,5%)

443-1762

2 (1,9%)
104 (98,1%)

10 (9,4%)
96 (90,6%)

68 (74,7%)
15 (16,5%)
8 (8,8%)

64 (62,7%)
20 (19,6%)
18 (17,6%)

20 (18,7%)
87 (81,3%)

10 (9,4%)
96 (90,6%)

43 (40,6%)
63 (59,4%)

0,035*

0,409

0,396

0,403

0,100

0,031*

0,517

41

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, HbF: Hemoglobina fetal,

Ht: Hematdcrito, VCM: Volume

corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas, BT:
Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, SEA: Sequestro esplénico agudo, STA: Sindrome toracica
aguda, DTC: Doppler transcraniano, CVO: Crises vaso oclusivas. *Diferenca estatisticamente
significativa (p < 0.05). Fonte: Autor, 2023.
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6. DISCUSSAO

A fisiopatologia da AF pode ser influenciada por modificadores genéticos, entre
eles, os genes que codificam as cadeias de globina, como a co-herangca da alfa
talassemia e o haplétipo Bs, devido ao seu impacto na formagédo da hemoglobina e
niveis de HbF, respectivamente, e a sua subsequente contribuicdo para a
heterogeneidade clinica desses pacientes (Hatzlhofer et al., 2021). Diante disso,
neste trabalho foram avaliadas caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes
pediatricos com AF acompanhados na Fundacdo HEMOPE, tal como sua
associacdo com alfa talassemia e haplétipos Bs, e assim sua contribuicdo na
heterogeneidade clinica desses pacientes.

Diversos estudos tém demonstrado o papel benéfico da alfa talassemia no
perfil clinico da AF, particularmente em sub-fenétipos hemoliticos, incluindo o
acidente vascular cerebral. A presenca da alfa talassemia esteve associada como
fator de protegao para o desenvolvimento de AVC na AF, descrito previamente e
confirmado em diferentes populacées (Adams et al., 1994; Ohene-Frempong et al.,
1998; Neonato et al., 2000; Belisario et al., 2010b; Domingos et al., 2014). Embora o
efeito protetor da alfa talassemia ainda n&o esteja claro, supde-se que os pacientes
portadores da mutacdo da a-tal apresentam um risco reduzido de hemodlise e uma
densidade celular reduzida de hemacias (Fertrin KY et al., 2010; Belisario AR et al.,
2010; Flanagan JM et al., 2011; Adams GT et al., 2005; Steinberg MH et al., 2001).

No presente estudo, foram selecionados 276 pacientes, com até 18 anos de

idade, em que observamos que a frequéncia da delegao -«>’Kb foi associada com
maiores niveis de RBC (p= 0,001), Hb (p= 0,001) e Ht (p= 0,007), como pode ser
visto na tabela 8. No entanto, foi observado que, a associagdo com VCM (p=
<0,001), HCM (p= <0,001) apresentava com menores niveis em comparagao ao
outro grupo do estudo.

Nas analises realizadas neste estudo as manifestagdes clinicas em relagéo a
alfa talassemia mostraram a associagdo com menores niveis de DTC de alto risco
(p=0,034). Criangas com AF e com DTC de alto risco apresentam um risco 44 vezes
maior de desenvolver AVC que pacientes com AF e DTC normal (Adams et al., 1992;
Guilliams et al., 2019). Por promover o diagnostico e intervengdo precoce nos

pacientes, o uso do DTC leva a uma redugao significativa na incidéncia de AVC em
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criangcas (Adams et al., 2003; Ballas et al., 2012). Assim, mecanismos adicionais que
possam prever o AVC seriam de grande utilidade no prognéstico da AF (Adams et
al., 1998; Sebastiani et al., 2005; Sheehan et al., 2013).

Em concordéncia com nossos resultados, o estudo de Hatzlhofer e
colaboradores apresentou o efeito protetor da alfa talassemia no desenvolvimento
de acidente vascular cerebral na AF (Hatzlhofer, 2021). Sendo considerado de
extrema importancia, o AVC representa uma das principais complicagdes da AF,
considerada como uma das principais causas de morte em criangas com AF
(Ohene-Frempong, Kwaku, et al.,1998).

Em relacdo aos haplétipos Bs, nosso estudo descreveu a presenga do
haplétipo CAR/CAR como sendo mais frequente em pacientes pediatricos,
demonstrando a alta prevaléncia desse haplétipo no Estado de Pernambuco, com
(frequéncia total de 56,2%), em concordancia com o estudo realizado por Bezerra e
colaboradores, em que demonstrou a alta prevaléncia desse haplétipo em
Pernambuco com frequéncia de (81,1%) nos pacientes analisados (Bezerra et al.,
2007).

Quanto as analises laboratoriais, o haplétipo Bs CAR/CAR, apresentou-se
como associado com maiores niveis de WBC (p=0,028). Enquanto nas
manifestagdes clinicas, a associagao foi com AVC (p=0,035) e priapismo (p=0,031),
como pode ser visto na tabela 9. Em concordancia com nossos resultados,
Domingos e colaboradores, em trabalho realizado em Pernambuco, indicam que a
combinagdo CAR/CAR aumenta o risco para o desenvolvimento do AVC (Domingos,
et al., 2014). Em comum resultado com estudos anteriores em que mostraram que
os haplétipos do agrupamento do gene Bs-globina estdo associados a um aumento
do risco de acidente vascular cerebral (Powars DR, 1991; Sarnaik SA, Ballas SK,
2001; Rusanova l et al., 2011; Filho ILDS, et al., 2012).

No que se refere ao priapismo, a mediana apresentada para o desenvolvimento
da doenga em nosso estudo foi de aproximadamente 10 anos. Em concordancia
com esse resultado, um estudo internacional observacional multicéntrico, identificou
a média de idade de episddios de priapismo foi 11 anos, com 25% dos casos de
priapismo isquémico apresentados durante os anos de pré-puberdade (Nardozza
Junior A et al.,, 2010). O priapismo em pacientes com AF é uma emergéncia

urolégica que requer intervencgao imediata (Furtado PS et al., 2012; Anele UA et al.,
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2014; Silberman M et al., 2020). Diante disso, a prevengao de priapismo € o modo
mais efetivo de evitar degeneragdo a longo prazo da fungao erétil. Atualmente, a
hidroxiureia € a proposta de tratamento profilatico para priapismo em pacientes com
AF, devido a consequente elevagcdo de hemoglobina fetal, a redugao de neutrofilos e
reticuldcitos, e a diminuicdo da adesao celular ao endotélio vascular (Adeyoju AB et
al., 2002; Vicari P et al., 2010; Anele UA et al., 2014).

Por fim, os achados deste estudo consolidam a hipétese da influéncia dos
hapldtipos Bs e da alfa talassemia em manifestagdes clinicas de pacientes
pediatricos com AF. Entretanto, novos estudos da investigagdo de moduladores
genéticos se fazem necessarios, para obter maiores esclarecimentos acerca dessa
associacao. Sao essenciais para que a hipotese do nosso estudo seja validada, e

utilizada para uma conducao clinica favoravel dos pacientes com AF.
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. CONCLUSAO

Observou-se associacdo entre a delecao -«>’Kb da alfa talassemia com
parametros laboratoriais, como RBC, Hb, Ht, VCM e HCM;

~ 37 . ~ .
A delecao -a " Kb da alfa talassemia em relacéo esteve associada com menor

frequéncia de DTC de alto risco;

O haplotipo Bs CAR/CAR foi descrito como sendo mais frequente em

pacientes pediatricos;

O haplétipo Bs CAR/CAR demonstrou associagdo com maiores niveis de

leucocitos, e desenvolvimento de acidente vascular cerebral e priapismo.
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