UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CLINICA
MEDICA

ISIS CAVALCANTE BAPTISTA

ESTUDO DA ASSOCIACAO ENTRE OS PARAMETROS
CLINICOS E LABORATORIAIS DA DOENCA
FALCIFORME E OS PADROES DE HAPLOTIPOS DE
ANCESTRALIDADE AFRICANA.

Rio de Janeiro
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
FACULDADE DE MEDICINA ,
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CLINICA MEDICA

ISIS CAVALCANTE BAPTISTA

ESTUDO DA ASSOCIACAO ENTRE OS PARAMETROS
CLINICOS E LABORATORIAIS DA DOENCA
FALCIFORME E OS PADROES DE HAPLOTIPOS DE
ANCESTRALIDADE AFRICANA.

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de POs-Graduacdo em
Clinica Meédica, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessarios a obtencao
do titulo de Doutora em Ciéncias.

Orientadores: Prof.2 Dr2, Elaine Sobral da Costa
Dr2 Fabiana Vieira de Mello
Prof. Dr. Marcelo Gerardin Poirot Land

Rio de Janeiro
2024



CIP - Catalogacao na Publicagédo

Baptista, Isis Cavalcante
8le Estudo da Associacdo entre os parametros clinicos e
laboratoriais da deenga falciforme & os padrdes de
haplétipos de ancestralidade africana. / Isis
Cavalcante Baptista. =-=- Rio de Janeiro, 2024.
156 £.

Orientadora: Elaine Sobral da Costa.

Coorientadora: Fabiana Vieira de Mello.

Tese (doutorada) = Uniwversidade Federal do Rio
de Janeiro, Faculdade de Medicina, Programa de Pds
Graduacgdo em Clinica Medica, 2024.

1. Deoenga Falciforme. 2. Anemia Falciforme. 3.
Haplétipo. 4. Alele CAR. 5. Sindrome Toracica Aguda.
I. da Costa, Elaine Scbral , orient. II. Mello,
Fabiana Vieira de, coorient. III. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geracéao Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




Isis Cavalcante Baptista

ESTUDO DA ASSOCIACAO ENTRE OS PARAMETROS CLI'I\UCOS E
LABORATORIAIS DA DOENCA FALCIFORME E OS PADROES DE
HAPLOTIPOS DE ANCESTRALIDADE AFRICANA.

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Clinica
Médica, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como parte dos requisitos necessarios a
obtencéo do titulo de Doutora em Ciéncias.

Aprovada em

Prof.2 D2. Elaine Sobral da Costa
Professora Associada do Departamento de Pediatria
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Presidente da Banca

Profa. D2 Marilda de Souza Goncalves
Pesquisadora Titular da FIOCRUZ-BA
Professora Titular da Universidade Federal da Bahia
Membro Externo

Prof2. Dr2. Monigue Morgado Loureiro
Professora Associada da Faculdade de Medicina
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Membro Externo

Dra. Liliane Rosa Alves Manacas
Chefe da Farmécia Hospitalar do Hospital do Cancer Il — INCA
Pesquisadora Colaboradora do Nucleo de Investigacdo em Saude da Crianca e do
Adolescente do IPPMG/UFRJ.
Membro Externo

Prof. Dr. Clemax Couto Sant'Anna
Professor Titular do Departamento de Pediatria
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Membro Interno



Dra. Cristiane de Sa Ferreira Facio
Hematologista Pediatrica do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagao Gesteira
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Suplente Externo

Prof2. Dra. Irene de Almeida Biasoli
Professora Associada do Departamento de Clinica Médica
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Suplente Interno

Prof. Dr. Marcelo Gerardin Poirot Land
Professor Titular do Departamento de Pediatria
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Orientador

D2. Fabiana Vieira de Mello
Tecnologa da Universidade Federal do Rio de Janeiro
Orientadora



Dedico essa pesquisa a forca ancestral
gue permitiu a realizacéo deste trabalho. Sankofa.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a toda forga divina e ancestral por me conduzir e me manter forte durante
esta trajetoria.

Aos meus pais. Minha mae, pelo suporte que permitiu que eu chegasse até aqui. Meu
grande heréi e querido pai (in memorian), de quem guardo, além de lembrancas
maravilhosas, um grande amor.

Aos meus orientadores agradego imensamente, cada um em sua esséncia fazendo
com que eu pudesse dar cada passo adiante seguindo e chegasse até aqui.

A minha orientadora Fabiana, maior defensora da minha capacidade de concluir este
trabalho em todos os momentos em que eu ndo acreditava que seria possivel.

A minha orientadora Elaine, por toda sua generosidade em compartilhar seu
conhecimento, pela confianca, incentivo e amizade essenciais, ndo somente para a
execucao deste trabalho, mas para minha vida profissional e pessoal.

Ao meu orientador Marcelo Land, obrigada pela oportunidade de contar com sua
importante contribuicdo e por seu carinho.

As pesquisadoras Robéria Pontes e Patricia Siqueira pela base de colaboracéo que
viabilizou a realizacdo deste estudo.

A toda equipe e amigos do Laboratério Multidisciplinar do IPPMG — UFRJ.

A minha amiga Elen, obrigada por carinho e auxilio nos momentos de maior incerteza.
A todos os profissionais Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira — UFRJ
e Hospital Universitario Pedro Ernesto — UERJ que em suas func¢fes profissionais
contribuiram para este trabalho.

Enfim, a todos que contribuiram mesmo de forma indireta para a realizacao deste
trabalho. Obrigada por me permitirem aprender e refletir mais sobre satide com o olhar

para a sociedade mais justa que queremos construir.



“Foi justamente o negro africano que ao

padecer de uma enfermidade cronica e dolorosa,
como a doenga falciforme, contribuiu com sua

dor, com seu sangue e com sua morte precoce

para o conhecimento cientifico mais

importante sobre a bioquimica, fisico-quimica, genética e
biologia molecular das proteinas. Apesar de todo

0 progresso conseguido até o presente, 0s negros

de todo o mundo, em especial, 0s negros

brasileiros, ndo puderam se beneficiar das conquistas
cientificas e tecnoldgicas obtidas com seu

proprio sangue”

PAULO NAOUM



RESUMO

BAPTISTA, Isis Cavalcante. Estudo da Associacdo entre os paradmetros clinicos
e laboratoriais da doenca falciforme e os padrbes de haplétipos de
ancestralidade africana. Rio de Janeiro, 2024. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A doenca falciforme é a hemoglobinopatia hereditaria mais prevalente no mundo,
causada por uma mutacéo de ponto no gene codificante da cadeia  da hemoglobina,
que resulta na producdo da hemoglobina S (HbS). O curso clinico da doenca
falciforme tem grande variabilidade entre os pacientes e estudos anteriores
mostraram uma interacdo complexa entre fatores genéticos relacionados aos niveis
de hemoglobina fetal e a origem africana. A ancestralidade africana pode ser
verificada através de padrBes de sitios polimorficos do gene da hemoglobina que
receberam o nome de haplotipos, de acordo com 0s grupos étnicos de regides
africanas. Neste trabalho foram identificados quatro padrdes de haplétipos africanos
classicos: Republica Centro-Africana, Benin, Camardes, Senegal e variantes de
haplétipos classificados como Atipicos. Este trabalho busca avaliar a ocorréncia de
manifestacfes clinicas e laboratoriais da doenca falciforme e sua relacdo com o0s
haplétipos da hemoglobina, com énfase no haplétipo de ancestralidade africana mais
frequente em nossa coorte, 0 haplétipo CAR. Trata-se de um estudo descritivo e
retrospectivo de dados clinicos e laboratoriais extraidos dos prontuarios médicos de
pacientes com doenca falciforme da cidade do Rio de Janeiro. Analisou-se os padrdes
de haplétipos a partir de amostras de DNA previamente coletadas de 102 pacientes
com Doenca Falciforme, 83 pacientes HbSS, 14 pacientes HbSC, 3 pacientes HbSD
e 2 pacientes HbSB*, com mediana de idade de 21 anos. Realizou-se analises
estatisticas para comparacdo das medianas das variaveis quantitativas e das
frequéncias das variaveis categéricas de acordo com o haplétipo. Valores de p igual
ou inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos e para as
analises multivariadas foram selecionadas variaveis com p-valor < 0,2. Observou-se
maior frequéncia do haplétipo CAR e presenca relevante de haplétipos atipicos, o que
resultou na conducdo do estudo para a investigacdo do impacto progndstico do
haplotipo CAR, para o qual estudos anteriores verificaram casos de maior gravidade,
porém existem dados conflitantes sobre seu impacto prognéstico. Pacientes CAR
homozigotos apresentaram mais alteracdes sugestivas de eventos hemoliticos como

aumento dos niveis de bilirrubina, lactato desidrogenase e aspartato amino



transferase. Pacientes com pelo menos um alelo CAR apresentaram niveis mais
baixos de hemoglobina fetal, inclusive apos o tratamento com hidroxiuréia, e maior
namero de eventos de sindrome tordcica aguda (STA). Destaca-se a associagéo entre
aumento de casos de STA e o0 sexo masculino e o haplétipo CAR homozigoto, de

forma independente da hemoglobina fetal, e 0 aumento do risco de STA em pacientes
CAR homozigotos. Conclui-se que a analise de haplétipo, principalmente em

pacientes do sexo masculino, pode contribuir para ado¢cdo de medidas preventivas
das complicacdes clinicas e novas estratégias terapéuticas reduzindo a mortalidade

da doenca falciforme.

Palavras-chave: doenca falciforme; anemia falciforme; hemoglobina; haplétipo; alelo
CAR



ABSTRACT

BAPTISTA, Isis Cavalcante. Estudo da Associacdo entre os paradmetros clinicos
e laboratoriais da doenca falciforme e os padrbes de haplétipos de
ancestralidade africana. Rio de Janeiro, 2024. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.
Sickle cell disease is the most prevalent hereditary hemoglobinopathy in the world,
caused by point mutation in the gene encoding the hemoglobin  chain, which results
in the production of hemoglobin S (HbS). The clinical course of sickle cell disease has
great variability between patients and previous studies have offered a complex
interaction between genetic factors related to fetal hemoglobin levels and African
origin. African ancestry can be verified through patterns of polymorphic sites in the
hemoglobin gene, which are called haplotypes, according to the ethnic groups of
African regions. In this work, four classic African haplotypes patterns were identified:
Central African Republic, Benin, Cameroon, Senegal and variant haplotypes were
classified as Atypical. The aim of this work to evaluate the occurrence of clinical and
laboratory manifestations of sickle cell disease and its relationship with hemoglobin
haplotypes, with emphasis on the most frequent haplotype of African ancestry in our
cohort, the CAR haplotype. This is a descriptive and retrospective study of clinical and
laboratory data extracted from medical records of patients with sickle cell disease from
the city of Rio de Janeiro. Analyze haplotype patterns from DNA samples previously
collected from 102 patients with Sickle Cell Disease, 83 HbSS patients, 14 HbSC
patients, 3 HbSD patients and 2 HbSB+ patients, 67% adults and median 21 years old.
Statistical analyzes were performed to compare the medians of the quantitative
variables and the frequencies of the categorical variables according to the haplotype.
P values equal to or less than 0.05 were considered statistically significant and
variables with a p-value < 0.2 were selected for multivariate analyses. A higher
frequency of the CAR haplotype and a relevant presence of atypical haplotypes were
observed, which was conducted when conducting the study to investigate the
prognostic impact of the CAR haplotype, so that previous studies verified cases of
greater severity, but there are conflicting data on its prognostic impact. Homozygous
CAR patients presented more changes suggestive of hemolytic events such as
increased levels of bilirubin, lactate dehydrogenase and aspartate amino transferase.
Patients with at least one CAR allele had lower levels of fetal hemoglobin, including

after treatment with hydroxyurea, and a greater number of acute chest syndrome



(ACS) events. We emphasize the association between an increase in ACS cases and
the male sex and the CAR haplotype, independently of fetal hemoglobin, and the
increased risk of ACS in homozygous CAR patients. We conclude that the haplotype
analysis, especially in male patients, can contribute to the adoption of preventive
measures against clinical complications and new therapeutic strategies to prevent
mortality from sickle cell disease.

Keywords: sickle cell disease; sickle cell anemia; hemoglobin; haplotype; CAR allele
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1. INTRODUCAO

As hemoglobinopatias consistem em doencas resultantes de alteracdes
genéticas que afetam a sintese das cadeias globinicas da molécula de hemoglobina
(Hb), proteina tetramérica com 4 cadeias globinicas e 4 Fe-protoporfirinas, de
coloracdo avermelhada, responsavel pelo carreamento de oxigénio (Rieger;
Schroeder, 2012). A anemia falciforme, a hemoglobinopatia hereditaria mais
prevalente, & causada por uma mutacao de ponto S no gene codificante da cadeia
da Hb em homozigose, ao resultar na producéo da Hb variante HbS (Modell; Darliso,
2008; Naoum, 2000; Ramalho; Cassola,1993; Steinberg; Nagel, 2001; Ashey-Koch;
Yang; Olney, 2000). A mutac&o S tem origem na Africa tropical e subtropical, no leste
da Arabia Saudita e na india e, posteriormente foi introduzida em outras regides do
mundo. Devido a alta prevaléncia e gravidade da doenca, a anemia falciforme
representa um problema de saulde publica global que no Brasil atinge a populacao
afrodescendente (Loureiro et al., 2009; Loureiro; Rozenfeld, 2005; Piel, et al., 2013).

Os aspectos clinicos da anemia falciforme sdo decorrentes do aumento da
hemdlise e da vaso-oclusdo. Porém, embora seja causada por uma mutagcédo de ponto
que desencadeia todos 0s eventos subsequentes, o curso clinico da anemia falciforme
tem grande variabilidade entre os pacientes. Aléem dos fatores socioambientais que
impactam a gravidade, estudos sugerem gque uma interacdo complexa entre fatores
genéticos e moleculares relacionados aos niveis de hemoglobina fetal e ao perfil dos
haplétipos do gene HBB de origem africana poderiam influenciam a expressao
fenotipica da doenca e a resposta ao tratamento. Ao considerar que ainda ha
controvérsia sobre a relacdo dos haplotipos de ancestralidade africana e a
previsibilidade de complicacdes clinicas que novos estudos podem fornecer
informagdes prognosticas importantes, este trabalho se propde a avaliar o impacto
prognostico dos padrdes de haplotipos sobre a evolucéo clinica de pacientes com
doenca falciforme, com énfase no haplotipo CAR, devido a sua alta frequéncia no Rio
de Janeiro e a sua associacdo com quadros mais graves da doencga, 0 que sugere
potencial importancia para classificacao de risco dos pacientes com doenca falciforme
(De Mello Auricchio et al., 2007; Fleury, 2007).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.A eritropoiese humana, as hemoglobinas e o ferro

A eritropoiese humana €é um processo complexo, onde células tronco
hematopoiéticas multipotentes CD34+/CD45+fraco (HSCs) se diferenciam em proé-
eritroblastos, que séo células grandes, com cromatina frouxa e citoplasma escasso. A
seguir com a grande producdo de mRNA para Hb, o citoplasma se torna um pouco
mais abundante e de colorac&o basofilica, se tornando entéo eritroblastos basofilicos.
Nestas etapas iniciais de maturacédo, as células do setor eritréide expressam CD36,
CD71 (receptor de transferrina), CD105 e CD117, com perda progressiva do CD45.
Nas etapas seguintes de maturacdo, as células do setor eritr6ide acumulam
gradualmente a Hb, e a coloracdo avermelhada se mistura progressivamente a
coloracdo azul que havia no citoplasma, que por sua vez vai diminuindo devido a
degradacdo de mRNA. Nesta etapa, as células se chamam eritroblastos
policromatofilicos, que ndo expressam mais CD117 e CD105 e aumentam a
expressdo de CD36 e CD71 e ganham glicoforina A (CD239) e CD235.
Posteriormente passam por diminuicdo progressiva do tamanho, condensacédo do
nacleo, citoplasma ja vermelho devido a altas concentracdes de hemoglobina
(eritroblasto ortocromatico). A seguir ha perda do nucleo e das mitocondrias,
formando-se o reticul6cito (home cunhado devido a presenca de mRNA que com a
coloracéo azul cresil brilhante forma um aspecto de redes) (Mello, et al., 2019). A fase
final do desenvolvimento eritrdide envolve a maturacdo dos reticulocitos em
eritrécitos/hemacias, estdgio em que a célula adquire seu formato bicéncavo,
aumentando a superficie de troca gasosa (Gifford et al., 2006; Granick; Levere, 1964;
Rieger; Sachroeder, 2012).

A hemoglobina é uma proteina importante do setor eritroide com a funcéo de ligar-
se, transportar e distribuir oxigénio (O2) aos tecidos. Esta proteina € globular,
tetramérica, formada por dois pares idénticos de cadeias globinicas, cada uma delas
com um nucleo prostético de ferro, a ferro-protoporfirina 1X (heme) que tem a
capacidade de se ligar ao oxigénio (Bain, 2006; Neto, Pitombeira, 2003). Existem
diferentes hemoglobinas que apresentam um par de cadeias dotipo alfa () ou zeta ({)
e 0 outro par, que podem ser beta (f), delta (§), gama (y) ou épsilon ({). As

diferentes cadeias globinicas sdo sintetizadas em diferentes estagios da
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vida, e por isto ha diferenca no tipo de Hb presente nos eritrécitos durante os periodos
embrionario, fetal e adulto, de acordo com os locais onde a eritropoese ocorre
(Dzierzak; Philipsen, 2013; Jones et al., 1981).

No periodo embrionario, no saco vitelino, a Hb Gower | ({2{2) predomina nas
quatro primeiras semanas de gestacdo. A Hb Gower Il (212) e Hb Portland (02{2) estéo
presentes até a 122 semana da gestacéo. No periodo fetal, a eritropoiese é realizada no
figado, e a hemoglobina mais abundante é a hemoglobina fetal (HbF) (02)2) que
predomina até o sexto més ap0s 0 nascimento. A partir da 252 semana de
gestacdo, se inicia a sintese da HbA2 (0202). A HbA (a2B2) € sintetizada a partir da 102
semana de gestacdo em niveis baixos e passa a predominar na vida adulta, quando a
eritropoiese € realizada no baco e na medula 6ssea (Figura 1) (Bain, 2006; Frenette;

Atweh, 2007; Stamatoyannopoulos; Grosveld, 2001).

Figura 1 — Variacao da Sintese de cadeia globinica.
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Local e tipo de sintese da cadeia globinicanos periodos pré-natal e pos-natal. Fonte: Adaptado
de Jones, et al., 1981.

A funcao primaria da Hb é transportar O2 do pulmé&o para os tecidos, ligando-se e
liberando O2 de forma cooperativa. Mecanismos de regulacéo da afinidade de Hb por
Oz afetam a reagdo basica e reversivel de Oz com atomos de ferro ferroso da Hb para
assegurar o carreamento e liberacdo adequados de O2. O aumento da afinidade de
Hb por O2 (Hb-O2) melhora a captacéo de Oz nos pulmdes, enquanto a reducéo dessa
afinidade melhora a liberacdo de O2 nos tecidos. Assim, 0 processo ocorre de acordo
com o equilibrio entre os estados classicos tenso da Hb (T), que possui baixa afinidade

por Oz, e 0 estado relaxado (R) que possui alta afinidade por O2. O equilibrio entre os
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estados T e R é regulado por moléculas enddgenas que participam dos eventos de
cooperatividade que afetam a transicdo HbT para HbR. A cooperatividade € um
fenbmeno geral, no qual moléculas controlam as propriedades de enzimas ou outras
proteinas ligando-se a regides distintas dos sitios ativos, desempenhando uma
regulacao alostérica. Os reguladores alostéricos que influenciam a afinidade de Hb-
O2 durante as trocas gasosas séo 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BGP), ions hidrogénio
(H*), diéxido de carbono (CO3) e cloreto (CIY) (Ahmed; Ghatge, Safo, 2020).

O composto 2,3-difosfoglicerato (2,3DPG), formado como um subproduto da
glicélise e presente em concentracfes relativamente altas nos eritrécitos é um
importante regulador alostérico da Hb. Em condicfes fisiolégicas, 2,3DPG liga e
estabiliza a Hb do estado T, reduzindo a afinidade Hb—O2, que libera 25-40% de
O2 para os tecidos, permitindo uma oxigenacdo eficiente. Nos pulmdes, CO:2
relativamente baixo e pH alto favorecem a ligagcdo do Oz a Hb no sangue capilar
alveolar. Enquanto nos tecidos, onde a concentracédo de CO:2 é alta, ha conversdo em
carbamato e/ou bicarbonato que libera H* que se liga a Hb para promover a liberacéo
de O2em um processo denominado efeito Bohr que favorece a oxigenagédo dos
tecidos. A desoxigenacdo do sangue periférico favorece a ligagdo do CO:2 pela Hb e
seu transporte para o pulméo. A ligacdo de CI~ dificulta a rea¢do de Hb com os outros
ligantes H*, CO2 e 2,3-DPG. A ligagcédo de CO: e CI~ & competitiva, de forma que o
aumento da concentracdo de CI™ reduz o efeito de CO2 na afinidade Hb-O2. Além
disso, o ion CI~ varia com as altera¢des no pH e HCO3 a medida que os eritrocitos se
deslocam entre os pulmdes e os tecidos periféricos, ligando e liberando
continuamente H* e 2,3-DPG (Ahmed; Ghatge, Safo, 2020; Mairbaurl; Weber, 2012).

A hemoglobina dos eritrécitos concentra aproximadamente 80% do ferro (Fe) do
organismo, sendo o restante armazenado em macréfagos, hepatocitos ou em outros
grupos heme e aglomerados de ferro-enxofre. A capacidade de alternar entre os
estados de Fe férrico (Fe 3*) e ferroso (Fe ?*), é essencial, podendo também resultar
em danos celulares, necessitando de regulacéo rigorosa de seus niveis (Dutt e outros,
2022). No organismo humano ocorre a producgéo diaria de 200 bilhdes de hemacias
diariamente, sendo necessario quantidades substanciais de hemoglobina (cerca de 6
g) e Fe (cerca de 20 mg). Isso requer um equilibrio delicado entre o suprimento de
ferro para eritropoiese e o processamento de ferro por macrofagos teciduais,
hepatdcitos e células epiteliais duodenais para manter a homeostase do ferro. Neste

processo é fundamental a reciclagem do Fe por macréfagos do baco, medula 6ssea
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e figado, juntamente com a absorcéo de Ferro da dieta para atender as necessidades
fisiologicas de Fe, além de reservas hepaticas de ferro (Theurl e outros, 2016;
Fortuna, 2024).

O Fe absorvido pelos enterdcitos duodenais se liga a transferrina plasmética para
seu transporte, minimizando a producdo de radicais livres em um processo que
envolve uma regulacao rigorosa da saturacéo da transferrina para evitar a sobrecarga
de ferro. O Fe é captado por células eritroides em desenvolvimento por meio do
receptor de transferrina 1 (TFR1) e é liberado dentro dos endossomos, transportado
para o citoplasma pelo transportador de metal divalente SLC11A2 (Dutt et al., 2022).
Na hemoglobina, o ferro circula dentro do eritrécito durante 120 dias até que a hemacia
seja fagocitada pelo sistema reticuloendotelial e o Fe liberado da hemoglobina retorne
ao plasma ligado a transferrina para novamente ser transportado a medula 6ssea
(Verrastro; Lorenzi; Wendel-Neto, 2005; Chifman; Laubenbacher; Torti, 2014). Neste
processo, macréfagos do baco e da medula éssea e, em menor extenséo, células de
Kupffer no figado, reconhecem modifica¢cdes bioquimicas na membrana de hemécias
senescentes e, apos a interacdo de receptores especificos nos macréfagos com as
hemacias, inicia-se o processo de fagocitose, seguido da degradacdo dos
componentes da hemacia. O catabolismo intracelular do heme envolve vérias
enzimas, como a NADPH-citocromo C redutase, a HO e a biliverdina redutase e tera
como produtos o CO, ferro e bilirrubina (Chifman; Laubenbacher; Torti, 2014). A parte
proteica da molécula de Hb, a cadeia globinica, terd seus aminoacidos também
reciclados e aproveitados na sintese de novas proteinas. O Fe?* pode ser estocado
no proprio macréfago na forma de ferritina ou ser exportado por ferroportina para ser
oxidado por ceruloplasmina sintetizada no figado, e o Fe3* ser transportado pela
transferrina até a medula O0ssea, onde sera utilizado na hemoglobina de novos
eritrocitos (Chung, Wessling-Resnick, 2003; Knutson; Wessling-Resnick, 2003; Sesti-
Costa et al., 2023). A exportacdo de ferro dos macréfagos é regulada por ferroportina-
1, cuja atividade é controlada por hepcidina, o principal regulador sistémico do ferro
nos hepatocitos. A hepcidina gerencia o fluxo de ferro, impactando a atividade da
ferroportina e, portanto, influenciando a homeostase sistémica do ferro (Nemeth et al.,
2004). Sua sintese no figado € regulada pelos niveis intracelulares de ferro e pela
disponibilidade de oxigénio. O funcionamento adequado desse sistema regulador é
crucial para prevenir condi¢cdes de sobrecarga de ferro (Li et al., 2023). Em condi¢des

de sobrecarga de ferro, a saturacao da transferrina resulta em aumento do ferro nao
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ligado a transferrina (NTBI) no soro e o0 excesso de ferro pode exceder as capacidades
de armazenamento e promover estresse oxidativo e toxicidade (Liu et al., 2022;
Kontoghiorghes, 2023; Silva; Rangel, 2022; Silva et al., 2022).

O armazenamento de Fe em hepatdécitos e macrofagos ocorre como ferritina e, em
menor extensdo, como hemossiderina em macréfagos esplénicos. Em excesso, 0
ferro pode gerar radicais livres toxicos e o Fe é em parte captado por moléculas de
ferritina para limitar o estresse oxidativo. Além desse efeito protetor na homeostase
do ferro hd aumento da ferritina sérica livre em condi¢des de inflamacgéo continua. Ha
evidéncias de que a ferritina atua na modulacao da resposta imune através da inducao
de citocinas anti-inflamatdrias (Kernan; Carcillo, 2017). A ferritina em si € uma proteina
globular que armazena Fe em seu nucleo. E composta de 24 subunidades em
proporc¢des variaveis de ferritina de cadeia pesada e leve codificadas pelos genes FTH
e FTL, respectivamente. A propor¢cao FTH/FTL é regulada dinamicamente, com o FTH
em maior proporcdo em situacdes de inflamacédo onde citocinas e moléculas de
sinalizacdo O6xido nitrico (NO), aumentam o contetdo relativo de FTH (Kernan;
Carcillo, 2017 (Harrison; Arosio, 1996; Fahmy; Young, 1993; Mikhael et al., 2006).
Estudos mostram que a endocitose de hemoglobina por macréfagos desencadeia uma
resposta antioxidante que aumenta a expressao de ferritina, o que é clinicamente
relevante em situacdes de hemolise. O heme, reciclado pela enzima heme oxigenase
1 (HMOX1), libera biliverdina, monoxido de carbono e Fe labil. A ferritina entéo
sequestra o Fe livre, prevenindo a geracdo de radicais livres mediada pela
hemoglobina e macréfagos liberam Fe através da ferroportina para eritropoiese.
Assim, a inducdo de FTH por citocina inflamatoéria para aumentar a ferritina pode ter
um efeito protetor significativo para os danos oxidativos mediados por ferro. (Korolnek;
Hamza, 2015; Delabya et al., 2005; Schaer et al. 2006; Tenhunen; Marver; Schmid,
1968; Leimberg et al., 2008; Donovan, et al., 2005)

2.2 Doenga falciforme e Anemia Falciforme

As hemoglobinopatias correspondem a um grupo de doencas genéticas, com
padrédo de heranca autossdmica recessiva, resultantes de alteragfes dos genes que
codificam a sintese das cadeias globinicas da hemoglobina (Hb). Essas alteracdes
podem resultar em talassemias, onde ha auséncia ou reducdo de uma ou mais

cadeias globinicas; persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal (PHFH) em
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individuos adultos ou variantes estruturais da hemoglobina quando ha sintese de
cadeia globinica estruturalmente anormal (Whetheall, 2001; Steinberg et al., 1997).

A doenca falciforme é a hemoglobinopatia hereditaria mais prevalente. E
causada pela mutacdo de um nucleotideo no gene HBB, que codifica a cadeia fda
hemoglobina, com a substituicdo da base nitrogenada adenina (A) por timina (T) no
cédon 6 (GAG — GTG), o que resulta na insercdo do aminoéacido valina ao invés de
acido glutamico na sexta posicédo da globina f. O gene variante da globina B° resulta
na formacéo da hemoglobina S variante (HbS) (Modell; Darliso, 2008; Naoum, 2000;
Ramalho; Cassorla,1993; Steinberg; Nagel, 2001).

O gene da HbS pode se combinar com outros tipos de anormalidades
hereditarias das hemoglobinas, como hemoglobina C (HbC), hemoglobina D (HbD) e
beta-talassemia (B), resultando em hemoglobinopatias sintomaticas HbSC, HbSD,
HbSRC. (Ashley-Koch; Yang; Olney, 2000; Clark; Thein, 2004). Assim, doenca
falciforme corresponde a qualquer gendtipo contendo a HbS e a anemia falciforme
(AF) ocorre quando os individuos herdam um alelo variante 5 de cada um dos pais e
possuem homozigose para o alelo BS (HbSS). A anemia falciforme € a forma mais
prevalente da doenca falciforme, ao corresponder a 70% dos casos, e também a forma
mais grave, com as piores complicacdes agudas e cronicas da doenca falciforme
(Rees et al., 2010, Kato et al., 2018). Os individuos heterozigotos (HbAS), que
possuem somente um dos alelos variantes, chamado tracgo falciforme, geralmente néo
apresentam os sintomas caracteristicos da doenca, mas podem transmitir o gene aos
seus descendentes. (Creary et al., 2007; Schnog et al., 2004). Concentracdes maiores
de outros tipos de hemoglobina, como HbF nos primeiros meses de vida de individuos
com anemia falciforme, reduzem as interacdes entre as hemoglobinas variantes, por
iSso 0s sintomas da doenca s0 aparecem quando ha o decréscimo dos niveis de HbF

apos o nascimento (Kauli et al., 1996).

2.3 Hemoglobina fetal e a doenca falciforme
A hemoglobina fetal & formada duas subunidades de a-globina e duas
subunidades y (a 2 y 2). Ha dois genes que codificam cadeia y, HBG1 codifica a cadeia
do tipo y* e HBG2 codifica a cadeia do tipo y©. Estes dois tipos de cadeia que diferem
de acordo com o aminoacido alanina ou glicina na posicdo 136. A medida que o
periodo neonatal se aproxima, comeca a troca dos genes HBG1 e HBG2 (y-globina)

para o gene HBB (B-globina) adulto (Stamatoyannopoulos, 2005). Os niveis de HbF
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atingem o pico no meio da gestacao e quando um bebé atinge a idade de 6 meses, a
HbF representa menos de 1% da hemoglobina total (Piel; Steinberg; Rees, 2017).
Dessa forma, adultos continuam a expressar um baixo nivel de HbF, que é
amplamente concentrado em uma pequena porcentagem de eritrocitos, chamados de
células F ( Boyer etal. 1975, Thein, Menzel 2009 ). Enquanto a proporcéo de y © para
vA durante o desenvolvimento fetal, € 75% de y © e 25% de y#, em hemacias adultas
a pequena quantidade de HbF é composta de 60% y* para 40% de y© (Jensen et al.,
1982).

ApOs a troca de globina que ocorre na infancia, os niveis de HbF sdo 6pg/célula
em aproximadamente 88% dos individuos, mas estudos sugerem que fatores
genéticos sdo responsaveis por 66% da variacdo dos niveis de HbF na populacao
geral (Garner et al., 2000; Danjou et al., 2015). Os eritrocitos com HbF detectavel sdo
chamados de células F. Essas células tem origem de precursores eritroides que
podem dar origem a eritrocitos contendo ou ndo HbF. Porém, as células F ndo se
assemelham aos eritrdcitos fetais, exceto pelos niveis de HbF (Khandros et al., 2020)

Em pacientes com doenca falciforme o estresse eritropoiético cronico estimula
a eritropoiese a producédo de células F, resultando no aumento destas células. Porém,
em pacientes com doenca falciforme os maiores niveis de HbF estdo relacionados a
maior proporcéo da cadeia y© (Smetanina; Gu; Huisman, 1998). Células F sobrevivem
mais que as células que ndo possuem HbF como resultado da protecdo que HbF
confere contra os danos induzidos por polimeros de HbS. (Bertles; Milner, 1968; Dover
et al., 1978; HoriuchiK; Osterhout; Ohene-Frempong, 1995; Franco et al, 2006). Assim,
0s niveis de HbF em pacientes com AF sdo mais altos, ao variarem de 3 a 25%, com
uma média de cerca de 7%. (Stamatoyannopoulos et al., 1985; Hoss et al.,2021).

Cada heméacia contém 30pg de hemoglobina. O Ilimiar de deteccao
aproximadamente é 6pg HbF/células F. Sugere-se que quando HbF/células F é de 9
a 12pg, a polimerizacdo de HbS € evitada proporcionando a protecdo quase total
contra danos induzidos pelo polimero HbS (Maier-Redelsperger et al., 1994; Horiuchi
et al., 1995). Dessa forma, HbF é o principal modulador genético da anemia falciforme
e altos niveis de HbF estédo associados a um fendtipo de doenca com menor gravidade
e maior sobrevida (Watson, 1948; Platt et al., 1994; Rees, et al., 2022).

Ao possuir maior afinidade pelo oxigénio, niveis mais elevados de HbF reduzem
as concentracdes intracelulares de HbS desoxigenada, o que reduz a polimerizacéo,

proporcionando um importante efeito protetor contra fendmenos de falcizacéo (Henry
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et al.,, 2021; Steinberg, 2022; Steinberg, Higgs, Weatherall, 2009; Akinsheye et al.,
2011). Do ponto de vista clinico, sabe-se que niveis mais altos de HbF estédo
associados a reducédo de eventos vaso-oclusivos, dactilite, Sindrome Toréacica Aguda,
Ulceras de perna, osteonecrose e colelitiase (Platt et al., 1991; Platt et al., 1994; Rees
et al. 2022).

Do ponto de vista laboratorial, a distribuicdo heterogénia de HbF entre os
eritrocitos impacta a interpretacdo dos niveis de HbF. A vantagem de sobrevivéncia
das hemécias com niveis mais altos de HbF pode aumentar os valores medidos dos
niveis de HbF. Além disso, a interpretacdo dos niveis de HbF pode ser confundida
pela selecdo de pacientes, uma vez que alguns pacientes com niveis altos de HbF
apresentam um curso clinico mais brando e, portanto, serdo cada vez mais
representados em faixas etarias mais avancadas (Hayes, et al.,1985). Entretanto, em
pacientes com doenca mais grave e altas taxas de hemolise também pode ocorrer a
selecéo de células F e niveis totais de HbF estarem mais altos. Desta forma, 0s niveis
de HbF precisam ser interpretados em conjunto com outras informac¢des, como a
contagem de reticulécitos e hemoglobina total (Rees et al., 2022). Em geral, niveis
elevados de HbF correlacionam-se positivamente com a hemoglobina total e
negativamente com o VCM e com a contagem de células falciformes irreversiveis
(1ISC).

Existe uma condicdo denominada Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina
Fetal pancelular (PHHF), onde um gene de PHHF é herdado de um dos pais, 0s niveis
de HbF correspondem a 15-30% e sao distribuidos uniformemente em todos os
eritrocitos. Neste caso a falcizacdo € diminuida e nos casos de doenca falciforme, ha
um efeito benigno para o curso clinico da doencga. Na persisténcia hereditaria da HbF
heterocelular, ambos os pais tém o gene para HbS, mas também apresentam um
aumento no nivel de HbF que em seus descendentes SS pode resultar em niveis mais
elevados de HbF e um curso clinico mais leve. Em heterozigotos para HbS e PHHF,
onde HBB é deletado, a HbF representa aproximadamente 30% da hemoglobina total
e é distribuida homogeneamente na populacdo de eritrécitos, com cada célula
contendo cerca de 10 pg. Isto é suficiente para que as pessoas com este gendtipo
tenham niveis de hemoglobina quase normais e sejam na sua maioria assintomaticas.
(Ngo et al., 2012; Piel; Steinberg; Rees, 2017; Telen, 2016). A PHHF € mais comum
em populacdes de origem africana e propensa a ser herdada com a HbS, enquanto a

persisténcia heterocelular de HbF caracteriza algumas popula¢cbes associadas aos
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haplétipos asiaticos e homozigotos aos haplétipos do Senegal. (Serjeant, 2017;
Franco et al., 2006; Serjeant; Vichinsky, 2018).

O tratamento com Hidroxiuréia (HU) pode induzir o aumento dos niveis de HbF
total como ocorre em pacientes com a associagcdo HbS-PHHF. Porém, alguns
pacientes podem permanecer sintomaticos com anemia hemolitica mesmo com 0 uso
da HU.

Observou-se pacientes com AF com HbF acima de 8,6% tiveram maior
beneficio clinico do tratamento com HU, em compara¢do aos pacientes com niveis
mais baixos de HbF (Platt et al., 1994). Simulacfes posteriores mostraram que poucas
células F séo protegidas da polimerizacdo quando os niveis de HbF sao
aproximadamente 5%, e o numero de células F protegidas aumenta quando HbF
atinge niveis de 10-20%. Porém ainda nestes niveis de HbF os pacientes ainda
apresentam anemia hemolitica, pois é possivel que apenas 15- 25% das células F
tenham niveis de HbF inibidores de polimero. Sugere-se que é necessario 9-12pg de
HbF/célula F para inibicdo da polimerizacdo de HbS. Assim, estudos propdem que a
distribuicdo das concentracdes de HbF entre as células F é o elemento mais critico na
fisiopatologia da anemia falciforme, impactando o beneficio clinico mesmo quando ha
aumento nos niveis de HbF ou de células F totais (Steinberg, 2014; Steinberg 2020
Khandros; Blobel, 2021). Dessa forma, os niveis totais de HbF ou de células F néo
sdo preditores adequados da gravidade da AF porque nao indicam o namero de
células F que tém niveis de HbF suficientes para proteger contra danos causados por
polimeros de HbS. Quando a HbF é aproximadamente 30% a doenca pode ser
relativamente benigna pois 70% das células podem ser protegidas (Steinberg et al.,
2014; Perrine et al.,1978; Perrine et al., 1981).

A compreensao dos processos moleculares normais de troca da globina y pela
globina B tem sido o foco das pesquisas para o desenvolvimento de terapias- alvo
especificas. A expressédo dos genes da globina é regulada pela interacdo da regido
de controle do l6cus (LCR) com os promotores do gene (Tuan et al., 1985). Os fatores
de transcricdo dos promotores influenciam o recrutamentodo LCR para ativar ou
silenciar os genes da globina de acordo com as fases especificas do desenvolvimento.

A expressdao dos genes de HbF é modulada por trés regides genéticas
chamadas loci de caracteristicas quantitativas (QTL), BCL11A, HBS1L-MYB e Xmnl-
HBF2. Polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) nestes QTLs produzem 50% da

variagdo hereditaria da fracdo de células F e dos niveis de HbF em pacientes com
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doenca falciforme (Menzel et al., 2007; Galarneu et al., 2010); Lettre et al.,2008;
Bhatnagar et al., 2011). Xmnl1-HBF2 (rs782144) esta localizado no cluster de genes
da globina B no cromossomo 11p, e é a principal razdo para a variacdo observada
entre os haplétipos da globina B. O polimorfismo intergénico HBS1L-MYB (HMIP) no
cromossomo 6923 é representado pela delecéo de trés pares de bases rs66650371.
BCL11A no cromossomo 2pl6, é um repressor da expressao de HbF que se liga
nos promotores HBG2 e HBG1 e o SNP sentinela é rs1427407 (Labie et al., 1985;
Farrell et al., 2011; Lettre et al.,2008; Rees, Brousse, Brewin, 2022. Liu et al., 2018;
Martyn et al., 2018.; Ginete et al., 2024, Sales et al., 2020, Bauer et al., 2013).

2.4 Origem da mutacao B° e os haplétipos da globina B.

Estudos mostram que a mutacdo RS teve origem Unica no centro-oeste da
Africa ou na regido do Saara durante a fase tmida do Holoceno entre 3400 e 11.100
anos atras e ha evidéncias de uma exposicdo mais antiga as pressdes da malaria
entre populagfes agricolas ha 22.000 anos atras. A origem anterior pode ter resultado
da destruicao da floresta tropical que criou condicBes favoraveis a maléaria, o que
proporcionou o surgimento do gene que codifica HbS. Na Africa, existe uma forte
correlacdo geografica entre a frequéncia do alelo variante e regibes onde a malaria é
endémica (Piel et al., 2010). Os individuos heterozigotos possuem maior protecao
contra a malaria grave enquanto os homozigotos para esta mutacédo desenvolvem a
anemia falciforme (Shriner; Rotimi, 2018; Laval et al., 2019). Posteriormente, 0 gene
da HbS difundiu-se para o norte da Africa e Mediterraneo juntamente com as rotas
comerciais, e foi introduzido nas Ameéricas e Caribe com a chegada de africanos
escravizados, no periodo do século XV ao XIX, e mais recentemente no norte da
Europa pela imigracdo de caribenhos (Inati et al., 2003; Zago; Figueredo; Ogo, 1992).

Existem polimorfismos a cada 100 pares de base na regido flanqueadora do
gene HBB, que s&o sitios especificos de clivagem de enzimas endonucleases de
restricdo. Asendonucleases sédo enzimas capazes de reconhecer e clivar sequéncias-
alvo na fita de DNA, dando origem a fragmentos de tamanhos diferentes. O padréo de
combinacao dos sitios polimorficos, de acordo com a presencga ou auséncia dos locais
de restricao, recebe o nome de haplétipo (Pagnier et al., 1984).

Acreditava-se na origem multicéntrica dos haplotipos a partir de ocorréncias
independentes da mutagéo falciforme. Porém, um estudo mais recente revelou um

haplétipo ancestral comum aos haplétipos Bantu ou da Republica Centro-Africana
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(CAR), Camardes (CAM), e a partir destes a origem dos haplotipos Senegal (SEN),
Benin (BEN) e Arabe-Indiano (Al), resultando nas cinco designacdes classicas de
haplétipos, consistentes com 0s grupos etnolinguisticos ou regides geograficas de
origem dos individuos com anemia falciforme. (Chebloune et al., 1988; Lapouméroulie
et al., 1992; Shriner, Rotimi, 2018). CAR é encontrado na Africa Central (Gab&o,
Republica Centro-Africana, Congo, Zaire e Angola); CAM no grupo étnico Eton em
Camardes; SEN predominante no litoral atlantico africano (Senegal, Gambia, Guing,
Guiné-Bissau, Serra Leoa e Libéria); Benin (BEN), predominante no ocidente centro-
africano (Togo, Benin, Burkina Fasso e Nigéria) e Arabe-Indiano (Al), encontrado no
territorio asiatico, na Arabia Saudita e em tribos do centro e do sul da india (Nagel;
Steinberg, 2001, Naoum, 1997; Romero et al.,1998). Outros hapl6tipos menos
comuns sdao chamados atipicos (Atp) e resultam de mecanismos genéticos como
mutacdes pontuais nos sitios polimérficos, trocas entre dois haplétipos BS tipicos, ou
entre um haplétipo BS tipico e um haplétipo p* diferente presente na populacéo, e
conversodes génicas (Zago et al., 2000).

As interacfes das variantes genéticas especificas que atuam na regulacéo de
HbF entre os haplotipos € complexa e ndo totalmente compreendida, porém niveis
mais altos & HbF caracterizam individuos homozigotos para os haplétipos Al e
Senegal, (Collins et al., 1984; Akinsheye, 2011; Serjeant; Vichinsky, 2018; Steinberg,
2020).

A primeira variante genética associada ao aumento da HbF na anemia
falciforme era um marcador do haplo6tipo Senegal e portadores deste haplétipo tinham
niveis de HbF de cerca de 10%. No haplétipo arabe-indiano a média basal dos niveis
de HbF em adultos é 17% (Al-Ali et al., 2020; Steinberg, 2020). Consequentemente, a
doenca é geralmente mais branda, principalmente na infancia, quando os niveis de
HbF séo cerca de 30% (Alsultan et al., 2014; Perrine, 1981; Perrine et al., 1978). Os
altos niveis de HbF nessas pessoas podem estar relacionados a variantes genéticas
exclusivas destes respectivos haplotipos (Dean, 2006; Vathipadiekal et al., 2016;
Shaikho; Habara; Alsultan et al., 2016; Rees, 2022; Piel, Steinberg, Rees, 2017).

Entre os pacientes com hapl6tipos do Benin, CAR e Camardes, o nivel de HbF
difere de acordo com a ascendéncia africana ou arabe dos individuos. Pacientes com
haplotipo Benin de ascendéncia africana tém HbF de aproximadamente 6% enquanto
pacientes arabes sauditas com esse mesmo haplotipo tém HbF em torno de 11%

(Alsultan A, Solovieff N, Aleem A, et al. 2011). Para os haplétipos CAR e Camardes,
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0S pacientes sauditas tem aproximadamente 8% de HbF em comparacdo a 5%
daqueles de paises africanos (Al-Ali AK, Alsulaiman A, Alzahrani AJ, et al. 2020). Em
uma estimativa da distribuicdo de HbF/célula F em pacientes com niveis de HbF
compativeis com os haplétipos Benin, CAR, Camardes, Senegal e Al, verificou-se
consisténcia desta relacdo com a gravidade da doenca na maioria dos pacientes
(Steinberg et al., 2014). A partir dos estudos que identificaram o papel de BCL11A
como principal repressor direto de HbF, pode-se compreender como variantes
genéticas de moduladores da expressao de HbF estdo presentes nos haplétipos
africanos, especialmente no haplotipo CAR, geralmente de pior progndstico (Habara;
Elmutaz; Steinberg, 2017; Ware, 2015; Wienert et al, 2018).

De forma geral, pacientes com o haplétipo CAR apresentam os menores niveis
de HbF e quadros clinicos mais graves, os haplétipos BEN e CAM estéo associados
a niveis medianos ecursos clinicos intermediarios, e os haplétipos SEN e ARAB
apresentam maiores concentracbes de HbF e quadros clinicos menos graves
(Bortolini; Salzano, 1999; Nagel, 1994; Powars, 1991; Steinberg, 2005; Zago,1993).
Entretanto, apesar de cada hapl6tipo estar associado a um nivel médio distinto de
HbF, existe uma dispersdo ampla fazendo com que a investigacdo de hapl6tipo em
individuos de tenha pouco valor prognéstico (Steinberg, 2020).

No Brasil, observa-se a presenca dos haplétipos tipicos da Africa com uma
distribuigéo territorial compativel com a rota de entrada de africanos escravizados
entre os séculos XVI e XIX. Os primeiros escravizados que chegaram ao Brasil vieram
do noroeste africano (haplétipo Senegal) e aportaram em Séo Luis e Recife. Essa rota
nao durou muito tempo e foi substituida pela rota que saia da Baia de Benin (haplétipo
Benin) para o porto de Salvador. Essa segunda rota predominou até a descoberta de
ouro em Minas Gerais, quando foi sendo lentamente substituida pela que trazia
africanos da regido Bantu (haplétipo CAR), originarios do Congo, Angola e
Mocambique que totalizam 70% dos africanos escravizados no Brasil (Curtin, 1969;
Verger, 1987; Ribeiro, 2005). Dessa forma, estudos realizados no Brasil mostram a
presenca mais frequente do haplotipo CAR, seguido de BEM (Figura 2). Os haplétipos
SEN e CAM apresentam frequéncias menores no Brasil com diferengas entre as
regides de conforme a didspora africana pela vinda for¢cada de africanos escravizados
mesmo apos a abolicdo da escravatura (Adorno et al., 2008; Cabral, 2010; Costa et
al., 1984; Fleury, 2007; Goncalves et al., 2003; Galiza Neto et al., 2005; Silva;
Goncalves; Rabenhorst, 2009; Zago et al., 1992).
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Figura 2 - Distribuicdo dos hapl6tipos do gene HBB de acordo com a diaspora africana no
mundo.
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Mapa ilustrando a presenca dos- héplétipos do gene HBB no mundo, apresentando a maior prevaléncia

dos haplétipos CAR e BEN no Brasil. Al: Arabe-Indiano, CAR: Republica Centro-Africana, BEN: Benin,
CAM: Camardes, SEN: Senegal. Fonte: adaptado de Esoh; Wonkam, 2021.

2.5 Epidemiologia da doenca falciforme

A doenca falciforme é um problema crescente de saude global com estimativas
de mais de 500.000 bebés HbSS e 5,4 milhdes de bebés HbAS por ano (Piel et al.,
2013, Global Burden of Disease Study, 2023) (Figura 3). Entre 2000 e 2021, estima-
se que o numero de bebés com doenca falciforme aumentou globalmente em 13,7%
para 515.000. Neste periodo o numero de pessoas que vivem com anemia falciforme
aumentou em 41,4% para 7,74 milhdes em 2021. O aumento global de doenca
falciforme se deve a maior propor¢cdo de nascimentos em locais com taxas mais
elevadas de doenca falciforme e em outros locais por efeitos da migracéo. Estima-se
gue a mortalidade global de pacientes com doenca falciforme foi 376.000 em 2021,
com taxa de mortalidade total por doenca falciforme para os mesmos grupos etérios
de 5,1 mortes por 100 000 habitantes, e maior mortalidade concentrada na Africa
Subsaariana e em criangcas com menos de 5 anos, principalmente nos paises com
altas taxas de mortalidade infantil (GBD 2021 Sickle Cell Disease Collaborators, 2023;
Piel et al, 2013). A expectativa de \thde pacientes com anemia falciforme é de 50 anos
ou mais em paises desenvolvidos. Porém, em paises de baixa renda, incluindo muitos
paises africanos, a anemia falciforme tem alta mortalidade, principalmente em

criangas @&cinco anos (Weatheall et al., 2006; Gravitz; Pincock, 2014).
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Figura 3 — Prevaléncia global da Doenca Falciforme
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Mapa ilustrando a estimativa das taxas de prevaléncia da Doenca Falciforme nos paises. As maiores
taxas concentram-se em regides do continente africano e em seguida na América. Fonte: Adaptado de
GBD, 2021.

No Brasil, a prevaléncia do alelo BS varia de 1,2% a 10,9%, dependendo da
regido, enquanto a prevaléncia do alelo B¢ entre 0,15%-7,4%. A distribuicdo do gene
variante de HbS é heterogénea inicialmente com maior frequéncia nas regides que
receberam africanos escravizados, como os estados do nordeste (ciclo das
monoculturas), Minas Gerais (ciclo do ouro) eo Rio de Janeiro (Capital do pais); e
posteriormente naquelas que receberam grandes fluxos migratorios dessas
populacdes (Figura 4) (Cancado; Jesus, 2007; Braga et al,2016, Ministério da Saude,
2023).
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Figura 4 — Frequéncia do gene variante da globina 5 no Brasil.
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Estimativa da frequéncia do gene variante de HbS na populacdo dos estados de maior prevaléncia.
Fonte: Adaptado de Cancado, R.D; Jesus, J.A., 2007.

Entre os anos de 2014 e 2020, Bahia, Minas Gerais, Piaui e Distrito Federal
tornaram-se os estados com maior incidéncia (Figura 5). Conforme dados do
Programa Nacional de Triagem Neonatal com cobertura média de 82,37%, a
incidéncia de doenca falciforme é de um 1/2.500 nascidos vivos (cerca de 1.100
casos/ano) e 2/100 nascidos vivos para o traco falciforme (média de 63 mil casos/ano).
Estima-se que ha entre 60 mil e 100 mil pessoas com doenca falciforme no pais, e
mesmo com distribuicdo bastante heterogénea € a doenca genética mais comum no
Brasil, onde a anemia falciforme corresponde a mais de 60% dos casos e atinge
aproximadamente 8% da populacdo negra no Brasil. (Verger, 1987; Ribeiro, 2005;
Ministério dos Direitos Humanos e da Cidadania, 2021; Ministério da Saude, 2023)

A mortalidade geral por doenca falciforme no Brasil € de 0,22 a cada 100 mil
habitantes/ano, com variacfes entre os estados e a maior parte dos Obitos na faixa
etaria de 20 a 29 anos. Dados por regido apresentam maior mortalidade na regiao
Sudeste (48,39%), seguida das regides Nordeste (31,92%), Centro-Oeste (10,3%),

Norte (4,96%) e Sul (4,39%), respectivamente. A populacdo masculina apresenta um
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guantitativo maior de mortes em relacdo a populacdo feminina nas regiées Norte
(55,9%), Nordeste (51,4%), Sul (51,5%) e Centro-Oeste (51%) (Mota FM, et al, 2022,
Ministério da Saude, 2023).

Figura 5 —Incidéncia de Doenca Falciforme no Brasil.
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Incidéncia a cada 10mil nascidos vivos por estado no periodo de 2014-2020. Fontes: Relatérios
Anuais de Dados do Programa Nacional de Triagem neonatal. MS/SVS. /Dasis — Sistemas de
informacgdes sobre nascidos vivos (Sinasc). Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2023

2.6 Fisiopatologia da anemia falciforme

Na anemia falciforme a HbS apresenta alteracdes fisico-quimicas responsaveis
por desencadear as manifestacdes clinicas da doencga. Em situacfes de baixa tenséo
de oxigénio HbS desoxigenada muda sua conformacédo e uma regido hidrofébica da
valina se volta para a parte externa da hemoglobina e interage com os aminoacidos
alanina, fenilalanina e leucina de outra molécula de HbS adjacente. A formacéo de
fibras de desoxi-hemoglobinas junto a outras fibras cria um eixo axial (Figura 6A) no
interior do eritrécito que alteram o formato da célula para a forma de foice (Figura 6B).
HbS tem menor afinidade pelo oxigénio que HbA, o que favorece a sua polimerizagao,
gue por sua vez reduz ainda mais sua afinidade pelo oxigénio. Essa baixa afinidade
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pelo oxigénio aumenta a fracdo de HbS desoxigenada, o que promove a formacao de
eritrocitos falciformes a qualquer pressao parcial de oxigénio (Seakins et al., 1973;
Rogers et al., 2013). O polimero de HbS esté presente em 70% de saturagédo de O2,
e a fracdo de polimero aumenta acentuadamente a medida que a saturagdo de O2
cai ( Brittenham; Schechter; Noguchi,1985).

Enguanto as hemacias normais em formato discoide possuem a capacidade de
sofrer deformacBes necessarias para passar por capilares estreitos, a forma em
foice assumida pelos eritrécitos desoxigenados com agregados de HbS, provoca a
perda da capacidade de deformacdo, caracteristica fundamental destas células
(Stuart; Nagel, 2004; Vekilov, 2007). A formacdo dos agregados é aumentada pela
reducdo do pH que ativa canais de transporte K*Cl, 0 que causa a perda de ions
potéssio e &gua. Repetidos eventos de ativacdo destes canais causam a desidratacédo
celular e a deformacgédo da membrana resultando na formacéo de células densas, que
sdo células falciformes irreversiveis (Figura 6B). As células densas menos
deforméveis séo propensas a hemdlise. Além disso, essas células tem a propriedade
reoldgica prejudicada e ndo conseguem fluir suavemente através dos vasos
sanguineos, o que desencadeia o processo de vaso-oclusdo e isquemia tecidual
(Hebbel R.P., 2014, Connes, P. et al., 2016). O aumento das taxas de hemdlise intra-
vascular e o processo de vaso-oclusao sao 0s principais eventos que dao origem as
manifestacdes clinicas da anemia falciforme (Figura 5C) (Schong et al., 2004; Stuart;
Nagel, 2004).

A polimerizacdo da HbS também altera a composi¢cdo da bicamada lipidica e
proteinas da membrana eritrocitaria, o que leva a interacfes anormais com outras
células sanguineas e contribui para a apoptose precoce dos eritrocitos (Kuypers,
2014; Allan; Raval, 1983; Blumenfeld et al., 1991; Fadok et al., 2001).
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Figura 6 — Alteracdo da membrana das hemacias e polimeriza¢do de HbS.
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A — HbS desoxigenada muda sua conformacgéo e uma regido hidrofobica da cadeia B se liga a um
sitio hidrofébico de uma HbS adjacente, formando fibras de desoxi- hemoglobinas que entéo se
alinham em hastes paralelas e criam um eixo axial no interior do eritrocito. Os polimeros de
hemoglobina alteram o citoesqueleto e a interrupcdo da ligacdo da membrana ao citoesqueleto
resulta em exposicdo de epitopos proteicos e de fosfatidilserina para o exterior da célula. B — A perda
de potassio através de proteina do canal de Gardos e cotransportador K — Cl levam a desidratacdo
celular e aumento da concentracdo de HbS. Fatores como a reducéo da pressao parcial de oxigénio
(p0O2) e da temperatura, reducao do pH e presenca do heme citoplasmaético livre aumentam a atracao
das moléculas de HbS e formacé&o de polimeros e alterages do citoesqueleto resultam em eritrocito
em formato de foice. Fonte: adaptado de Frenette; George, 2007; Kato et al., 2018.

O rompimento da membrana celular das hemacias libera arginase,
hemoglobina e Lactato desidrogenase (LDH). O heme e Hb no plasma promovem
estresse oxidativo severo, especialmente nos vasos sanguineos e nas células

sanguineas. A acdo da heme oxigenase 1 (HO-1) é um dos mecanismos de remocéao
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do heme livre e desempenha um papel significativo ao proteger as células do estresse
oxidativo induzido por ele. A HO-1 catalisa a degradacéo oxidativa da molécula de
heme produzindo quantidades equimolares de monoxido de carbono (CO), biliverdina
(BVD) e Fe+2. A hemdlise caracteristica em anemia falciforme induz a expresséo de
HO-1, principalmente em resposta ao aumento do heme livre. (Amersi et al. 1999;
Fondevila et al., 2003; Tschihashi et al., 2004; Willoughby et al., 2000; Yang et al.,
1999). Porém, os niveis de antioxidantes cataliticos séo insuficientes para o estresse
oxidativo severo e cronico, contribuindo para a intensificagdo da hemolise.

O estresse oxidativo nos eritrocitos falciformes aumentam a auto oxidacéo da
HbS, que também contribui para o dano da membrana celular, o envelhecimento
prematuro dos eritrécitos e a hemalise. A auto oxidacado continua da Hb extracelular
produz superoéxido, que se dismuta em peréxido de hidrogénio (H2032). Os radicais de
oxigénio resultam da auto oxidacao acelerada da HbS, do heme extracelular e Hb no
plasma, além da expressado de oxidases, reducdo da NADPH oxidase e da isquemia-
reperfusdo recorrente dos tecidos. As proteinas do citoesqueleto e os lipidios da
membrana também se tornam oxidados. (Alayash, 2017; Wood; Granger, 2007,
Aslan; Freeman, 2007)

Um dos primeiros efeitos do processo hemolitico é a alteracdo na homeostase
vascular que envolve o 6xido nitrico (NO). O NO é um regulador do ténus da
musculatura vascular, produzido por células endoteliais, e sua liberacdo continua em
um endotélio normal promove a vasodilatacdo pelo relaxamento das células
musculares lisas, além de atuar inibindo a ativacao e agregacao plaquetéaria e reprimir
a transcricdo das moléculas e adesédo (Kato et al, 2007; Gladwin; Kato, 2005). O
rompimento da membrana celular dos eritrécitos libera enzima arginase 1 e
dimetilarginina assimétrica (ADMA) que interferem na disponibilidade de NO. A
liberacdo da enzima arginase 1, que converte l-arginina em ornitina, provoca o0
consumo de arginina, um aminoacido necessario para a producao fisiologica de NO
pela enzima NO sintase (Morris et al. 2005). ADMA & um inibidor endogeno da NO
sintase. Tanto a ADMA quanto a deplecao de l-arginina pela arginase 1 contribui para
o desacoplamento da NO sintase, que entdo produz espécies reativas de oxigénio em
vez de NO (Antoniades et al., 2009; Landburg et al., 2010; Luo et al., 2014). O
processo de hemalise crénica na anemia falciforme supera a capacidade fisiolégica
de reciclagem da hemoglobina, resultando em uma elevada concentracdo de
hemoglobina livre que, em uma reacéo de dioxigenacéo, sequestra o NO formando
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como subprodutos a meta-hemoglobina e nitrato (NO3°). Dessa forma, Hb
extracelular também diminui a biodisponibilidade do NO (Reiter, C. D. et al. 2002). O
heme e o ferro livres a partir da degradagcéo da hemoglobina catalisam a producéo de
radicais livres (O2°) que sob acdo das enzimas NADPH oxidase e xantina oxidase
também consomem NO formando peroxinitrito (ONOO") (Kato et. al., 2007). A
biodisponibilidade do NO reduzida também induz a producédo de endotelina 1, um
potente vasoconstritor produzido por células endoteliais, mediador pro-inflamatério e
nociceptivo (Yanagisawa et al. 1988; Kowalczyk et al, 2015; Khodorova; Montmayeur;
Strichartz, 2009). Além disso, a reducdo de NO induz o aumento da expressao de
moléculas de adesdo endoteliais, como proteina de adesao celular vascular 1
(VCAM1), molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM1), P-selectina, E-selectina,
antigeno de superficie leucocitaria CD47 e integrina aVB3 (Kaul et al. 2000; Setty;
Stuart, 1996; Hines et al., 2003). Adicionalmente, muitas moléculas de adeséo que em
células normais sao restritas a superficie interna, sdo superexpressas na superficie
externa de eritrocitos falciformes, como integrina o4fB1 (VLA4), especifica de
reticuldcitos, glicoproteina plaquetaria 4 (CD36), fosfatidilserina e molécula de adeséo
celular basal (BCAM) Dessa forma, eritrécitos falciformes sdo mais aderentes a
células endoteliais do que eritrocitos normais (Hebbel,1997; Setty; Stuart,1996;
Wagner; Eckman; Wick, 2004; Murphy et al., 2005).

O heme plasmatico e a Hb atuam como padrdes moleculares associados ao
dano (DAMPSs) e ativam o sistema imunoldgico inato ao ativar receptores Toll-like 4
(TLR4) e Toll-like 2. TLR2 e TLR4 ativam monécitos e macrofagos para liberar
citocinas inflamatorias promovendo o estado inflamatério. Células endoteliais ativadas
também produzem citocinas inflamatérias, como IL-1p3, IL-6 e fator de necrose tumoral
(TNF). A ativacdo do TLR4 nas plaguetas promove sua adesdo aos neutrofilos, que
por sua vez liberam DNA para formar armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS)
gque aumentam a ativacao plaquetaria (Hebbel, 1997; Gladwin; Ofori-Acquah, 2014;
Mendonca, Silveira; Conran, 2016; Kato et al., 2018). Estes processos que favorece a
ativacdo endotelial e a adesdo entre eritrocitos, células endoteliais, leucécitos e
plaguetas, promovem a formacé&o de agregados celulares que resultam na obstrugao
da circulacédo e consequente isquemia tecidual. (Kuypers, 2007; Kuypers; Jong, 2004;
Zago; Pinto, 2007; Sonati; Costa, 2008). Assim, a baixa disponibilidade de NO
seguida por vasoconstricdo, ativacdo endotelial, proliferagdo de células endoteliais e

células musculares lisas e adesao celular favorecem o processo de vaso-ocluséo.
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(Figura 7) (Figueredo, 2007; Conran; Franco-Penteado; Costa, 2009; Sypulkowski;
Manfredini, 2010). Episodios repetidos de vaso-oclusdo seguidos de reperfusao
durante a restauracao do fluxo sanguineo, resultam em lesdo de isquemia-reperfuséo.
Este processo também envolve a geracdo de espécies reativas de oxigénio que
causam estresse oxidativo e inflamatorio, o que aumenta a expressado de moléculas
de adeséo, a sintese de citocinas e leucocitose, exacerbando ainda mais a inflamacao
e o dano tecidual (Rees et al., 2010; Aslan et al., 2007).

Figura 7 — Hemolise e Vaso-oclusdo em Doencas Falciformes.
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Danos e disfungcdo da membrana eritrocitaria causada pela polimerizacdo de HbS leva a hemdlise
dos eritrécitos. A liberacdo de Heme, arginase 1 e ADMA e producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) provocam deplegdo de NO. A deficiéncia de NO promove a ativa¢do plaquetaria e a
ativacdo de proteinas de coagulacdo sanguinea. As plaquetas ativadas induzem armadilhas
extracelulares de neutrdéfilos (NETSs), que induzem a agregacéo de plaquetas e eritrocitos. A redugéo
de NO induz o aumento da expressao de moléculas de adesao endoteliais, como proteina de adesao
celular vascular 1 (VCAM1), molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM1), P-selectina, E-selectina,
antigeno de superficie leucocitaria CD47 e integrina aVB3. Eritrocitos falciformes expressam
moléculas de adeséo integrina a4l (VLA4), glicoproteina plaquetéria 4 (CD36), fosfatidilserina e
molécula de adeséo celular basal (BCAM). Heme e outras moléculas ativam o receptor Toll-like 4
(TLR4) de células do sistema imunoldgico, ativando mondécitos e macrofagos para liberar citocinas
inflamatorias, levando a ativacéo de células endoteliais. As células endoteliais ativadas pelo contato
direto de eritrécitos falciformes, heme livre, Hb e ROS produzem citocinas inflamatérias IL-18, IL-6 e
fator de necrose tumoral (TNF). A adeséo entre células endoteliais, eritrcitos, leucocitos e plaquetas
formam agregados que provocam a vaso-ocluséo e dano tecidual. Fonte: adaptado de Kato, 2018.

A ferropoptose consiste em morte celular oxidativa mediada por ferro que
envolve dois fatores principais: peroxidacao lipidica e acumulo de ferro (Chen et al.,
2021; Papa e Dixon, 2023; Fortuna, 2024). Na DF, a hemdlise causada por
polimerizacdo de HbS em condicbes desoxigenadas e a auto oxidacdo de HbS
resultam em producéo de peroxido de hidrogénio (H202), heme livre, ferro ferroso

(Fe?*), e produtos oxidados da hemoglobina como metemoglobina (MetHb) e
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ferrilnemoglobina (HbFe*4), envolvidos no estresse oxidativo que leva a geragéo de
superoxido (O2™ ). A enzima superoxido dismutase-1 (SOD-1) converte Oz em H202 e
O2. Niveis elevados de Fe ?* catalisam a conversdo de H202 em radicais hidroxil
(HO-), por meio de reacdes de Fenton (H202 + Fe?* — Fe3 + HO-+ OH ) e
Haber-Weiss (O2~ + H202 —» HO- + OH~ + O2), formando essas espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Reiter et al., 2002; Kato et al., 2017; Jana et al., 2018).
Os lipidios da membrana celular sdo suscetiveis a peroxidag¢ao que inicia quando ROS
removem um atomo de hidrogénio de um acido graxo poli-insaturado, o que induz a
extracdo de hidrogénio de outros lipidios adjacentes, incluindo esfingolipidios e
colesterol, promovendo uma reacdo em cadeia de formacdo de hidroperéxidos
lipidicos. Hidroperoxidos lipidicos também reagem com ferro ferroso (Fe 2*), formando
radicais que perpetuam o processo de peroxidacdo lipidica. (Stockwell et al., 2017;
Forcina e Dixon, 2019; Ursini e Maiorino, 2020). Além disso, o heme livre e 0s niveis
elevados de intermediarios de oxidacdo da hemoglobina também reagem com acidos
graxos poli-insaturados contribuindo para o acumulo de hidroperéxidos lipidicos e
seus subprodutos (Kassa et al., 2015; Wilson e Reeder, 2022). A peroxidacao lipidica
compromete a integridade e permeabilidade da membrana, intensificando a hemdlise
e amplificando os processos oxidativos. Em DF os niveis aumentados de Fe por
hemolise ou sobrecarga de ferro, devido a transfusGes, aumenta a inflamacéo e
sobrecarrega os mecanismos antioxidantes fisiol6gicos, contribuindo para o acimulo
de peroxido lipidico e aumentando o estresse oxidativo e a morte celular por
ferropoptose (Fuijii et al., 2021,Gbotosho et al., 2021,Vinchi et al., 2021). Além dos
efeitos oxidativos a ferropoptose também amplifica a agregacdo plaquetéaria
contribuindo para as complicagbes vasculares na DF (Conran; De Paula, 2020).
Descobertas recentes destacam o papel critico da ferropoptose para o dano tecidual,
através de observacgdes de niveis elevados de peréxidos lipidicos e seus metabdlitos
em situacdes de lesédo de isquemia-reperfusao e sobrecarga de ferro que acometem
principalmente os rins, figado, cérebro e pulmdes (Hebbel et al. 2020; Fortuna et al.,
2024). Os efeitos da peroxidacéo lipidica também levam a liberacdo de moléculas proé-
inflamatorias, como TNF e IL-1( intensificando ainda mais as respostas inflamatérias
no endotélio e nos leucécitos de pacientes com DF (Mdéller et al., 2022; Ansari; Gavins,
2019). Esses processos indicam a interacdo complexa da ferropoptose com os
processos de vaso-oclusdo, hemolise, estresse oxidativo, disfuncdo vascular e

mecanismos inflamatérios, resultando no impacto significativo da ferropoptose para
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as manifestacdes clinicas da DF (Scarpellini et al., 2023; Mdller et al., 2022; Fortuna
et al., 2024).

A complexidade da DF a caracteriza por diversos sintomas e complicacdes
agudas e crbnicas relacionadas aos eventos hemoliticos e de vaso-ocluséo (Figura
8). O numero de reticulécitos, niveis de bilirrubina (BR) e lactato desidrogenase (LDH)
sdo os principais marcadores de hemdlise intravascular (Ballas et al., 2006). Os sinais
e sintomas presentes na doencga falciforme associados aos eventos vaso-oclusivos
sdo artralgias, dactilite, hipertensdo pulmonar, ulceracdo dos membros inferiores,
hipostenuria, hematuria, e acidente vascular hemorragico. (Ballas; Mohandas, 1996;
Kaul; Fabry; Nagel, 1996; Serjeant,1997).

Figura 8 — Complicac¢8es clinicas da doenca falciforme.
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As complicacbes agudas da doenca falciforme incluem as crises de dor, osteomielite, priapismo,
necrose papilar, colelitiase, hepatopatia falciforme, AVE, meningite, infarto de retina, STA, septicemia,
infarto esplénico, sequestro esplénico. As complicages cronicas incluem dor crdnica, Ulcera de perna,
asplenia funcional, anemia cronica, leucocitose, cardiomegalia e faléncia cardiaca diastolica,
hipertens@o pulmonar, retinopatia, disfung@o cognitiva, hiperbilirrubinemia, albumindria, lesao renal,
puberdade tardia, disfuncao erétil, complicacdes da gravidez e necrose avascular. Fonte: adaptado de
Kato et al., 2018.
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produzidos no tecido danificado ativam neurdnios sensoriais nociceptivos, causando
dor (Ballas et al., 1994). Assim, os episodios de dor aguda ou crises vaso-oclusivas
séo frequentes e o processo inflamatério pode atingir varias partes do corpo como
torax, abddémen, ossos longos, costelas, esterno, coluna vertebral, pelve e
articulacdes. (Platt et al.,1994).

Entre os danos a longo prazo, os 6rgdos mais comumente afetados sdo os
rins, olhos e 0ssos, com risco aumentado de necrose avascular de do fémur (Platt et
al.,1994). A nefropatia associada a DF pode resultar em comprometimento da fungéo
renal, levando a doenca renal cronica e a terapia renal substitutiva (Derebalil et al.,
2010). Um terco dos pacientes com AF desenvolvem doencga renal cronica e até 18%
tem necessidade de hemodialise ou transplante renal (Falk et al., 1992, Kato, 2018).

A DF pode causar retinopatia proliferativa assintomética que néo tratada resulta
em deficiéncia visual e cegueira. Exames oftalmoldgicos regulares sdo necessarios
para monitorar alteracdes na retina (Ashwin; Sivaraj, 2022. Homens com anemia
falciforme podem apresentar um quadro chamado priapismo, que consiste em erecao
peniana prolongada e dolorosa e requer atencdo médica imediata para evitar danos
permanentes ao pénis (Idris; Burnett; De Baun, 2022).

A maioria dos pacientes com AF apresenta pelo menos um evento grave de
anemia aguda em algum momento de sua vida. Os tipos mais comuns de eventos
anémicos agudos sdo sequestro esplénico, crise aplastica (auséncia temporaria de
eritropoiese) e crise hiperhemolitica. O sequestro esplénico agudo € caracterizado por
rapido inchaco do baco e hipovolemia com queda repentina nos niveis de Hb. Esta
uma das principais causas de mortalidade infantil em AF. A deteccéo precoce é crucial
e geralmente é necessaria a transfusdo de concentrado de hemécias seguida de
esplenectomia eletiva. Além disso, é indicado o0 uso seletivo de terapia
imunossupressiva (Brousse et al. 2012, Kato, 2018).

As constantes crises hemoliticas, caracterizadas pela destruicdo dos
eritrocitos, levam ao quadro de anemia cronica, ictericia, esplenomegalia,
hepatomegalia e alteragbes 0sseas. A anemia hemolitica crbnica pode resultar em
fadiga, diminuicdo da tolerancia ao exercicio, palidez e falta de ar. Para controle da
anemia € necessario monitorar regularmente os niveis de hemoglobina e o status do
ferro dos pacientes. (Platt et al.,1994; Walters et al., 2016; Zago; Pinto, 2007; Sonati;
Costa, 2008).

Devido a hemdlise cronica, as alteracdes funcionais do baco e funcéo
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imunologica prejudicada, individuos com doenca falciforme sdo mais suscetiveis a
infeccOes graves, particularmente bacterianas, causadas por bactérias encapsuladas
como Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenza. As infecgbes podem
variar de leves a graves e incluem pneumonia, infec¢des do trato urinario, meningite,
osteomielite e sepse bacteriana. Dessa forma, a vacinacdo contra patdgenos
bacterianos comuns é essencial aos pacientes com DF. (Platt et al., 1991; National
Heart, Lung, and Blood Institute, 2024)

Criancas com DF apresentam atraso no crescimento e desenvolvimento pois
a anemia cronica, deficiéncias nutricionais e as crises de dor recorrentes durante as
atividades diarias impactam seu desenvolvimento normal (Tkach; Haacke, 1988). A
obstrucdo dos vasos sanguineos no cérebro pode causar acidente vascular
encefalico isquémico (AVE), uma das complicacdes graves da DF. Este risco é maior
em criancas e episodios isquémicos cerebrais silenciosos podem levar a deficiéncias
cognitivas e problemas de desenvolvimento neurolégico. Assim, a historia de
episédios isquémicos transitérios anteriores e a detec¢éo de fluxo sanguineo anormal
por ultrassonografia transcraniana Doppler séo fatores de risco para AVE em DF
(Ohene-Frempong et al., 1998; Adams et al., 1998).

A hemdlise cronica na DF pode causar colelitiase (célculos biliares) devido a
precipitacdo de bilirrubina na vesicula biliar, onde heme é metabolizado em
bilirrubina, que na bile forma billirrubinato de célcio insollivel que precipita como um
pigmento e forma calculos biliares.(Kato, 2018) Esta condicdo pode ser assintomatica
ou sintomatica e resultar em complicacbes como colecistite, pela inflamacao da
vesicula biliar ou coledocolitiase, pela migracdo de calculos para o ducto biliar
comum, até pancreatite por célculos biliares. (Quinn, 2013; Khyati, 2022; Lee;
Fishman, 2021). Na idade adulta, 50-85% dos pacientes com doenca falciforme tém
calculos biliares e a remocado cirargica da vesicula biliar (colecistectomia)
laparoscopica é o procedimento de escolha para colelitiase sintomatica devido ao
menor tempo de internagao hospitalar, menor custo e menor risco de complicagdes.
(Zeineddin et al, 2024, Zakaria et al, 2019; Jawad et al, 1998; Schubert, 1986, Leake;
Reid; Plummer; 2017)

A doenca falciforme pode causar lesdes no figado e diminuicdo da funcéao
hepética na idade adulta. Episédios agudos da doenca falciforme podem afetar o

figado causando crise hepéatica com dor abdominal, ndusea, febre, ictericia e
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elevacdo das enzimas hepaticas e hepatomegalia, de modo muitas vezes
clinicamente indistinguivel da hepatite viral. Além disso, colecistite aguda ou a
coledocolitiase podem ter caracteristicas clinicas e laboratoriais semelhantes as da
crise hepética falciforme ou hepatite viral. (Schubert,1986).

Sindrome Toracica Aguda (STA) foi o termo usado pelo hematologista Sam
Charache (1979) para descrever eventos semelhantes a pneumonia observados em
DF. Esta complicacdo € um dos quadros clinicos mais graves da DF, segunda maior
causa de internacéo e uma das principais causas de morbidade e mortalidade (Klings;
Steinberg, 2022). Geralmente STA se desenvolve nas primeiras 72 horas de
internacao por um episodio doloroso (evento vaso-oclusivo) e em criancas pode estar
associado a infecgdes pulmonares (Klingsa; Steinberg, 2022; Vichinsky et al., 2000).

Os casos mais graves e com alta morbidade e mortalidade por STA séo

desencadeados pela necrose de medula 6ssea e embolizacdo. A necrose nha medula
Ossea libera particulas de gordura que podem obstruir pequenos vasos,
principalmente dos pulmdes, causando a embolia gordurosa. Isto provoca a obstrugéo
vascular pulmonar, causando danos ao tecido pulmonar e comprometimento das
trocas gasosas (Platt et al., 1994). A medula gordurosa infartada pode atravessar os
pulmdes e entrar na circulacdo arterial onde provoca uma resposta inflamatoria aguda
levando a faléncia de multiplos 6rgéos (Vichinsky et al., 1994) (Figura 9).
O infarto da medula 6ssea na doenca falciforme pode ocorrer de forma irregular e
assintomatica até que a area infartada se torna grande provocando dor 6ssea intensa
na pélvis e nas costas. O quadro de STA se apresenta com dor toracica, dispneia,
tosse, febre, exame pulmonar anormal, particularmente com sibilos, leucocitose,
hipoxia e infiltrado pulmonar envolvendo pelo menos um segmento de um lobo na
radiografia de torax. (Vichinsky, et al. 2000; Klings; Steinberg, 2022).

De forma geral, os sinais clinicos de STA precedem os achados da radiografia
de térax. Esses sinais podem indicar um processo infeccioso bacteriano ou viral
primario e o exame de torax pode ser normal principalmente em criangas. A incidéncia
de STA é maior em criancas do que em adultos e as caracteristicas clinicas variam
dependendo da idade. (Castro et al., 1994; Howard et al., 2015). Nas faixas etarias
pediatricas os sintomas mais comuns sdo febres, tosse e chiado. A dor ndao é
frequente e a gravidade mais frequente da STA em criancas varia de leve a
autolimitada, principalmente em criancas com idade inferior a 5 anos. Em criancas,

STA esta frequentemente associada a infec¢des pulmonares e a asma. A asma pode
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ser um importante modulador da STA em criancas e adolescentes, que apresentam
mais frequentemente sibilos recorrentes isolados e obstrucdo das vias aéreas
inferiores. Sabe-se que a asma infantil esta associada a crises vaso-oclusiva, inicio
precoce de STA, STA recorrente e mortalidade. Além disso, crises agudas de asma
podem dificultar o diagnostico de STA e desencadear ou perpetuar a lesdo pulmonar
dos pacientes (Vichinsky et al., 2000; DeBaun et al., 2014; Klings; Steinberg, 2022).
Em criangas a STA secundaria a infecgdo tem uma variagédo sazonal, sendo trés vezes
mais comum no inverno, e ocorre por agentes infecciosos virais, principalmente por
virus sincicial respiratério (VSR). O agente bacteriano mais comum em criancas
€ Mycoplasma pneumoniae (Vichinsky et al., 1997; Vichinsky et al., 2000; Neumayr et
al., 2003). Em adultos os sintomas frequentes sé@o dispneia, calafrios e dor intensa e
a rapida progresséo para faléncia de mdultiplos 6érgéos e morte € mais frequente. O
agente bacteriano mais comum identificado em adultos €& Chlamydophila

pneumoniae (Vichinsky et al., 1997; Neumayr et al., 2003).

Figura 9 — Fisiopatologia da Sindrome Tor4cica Aguda.

Crise Vaso-oclusiva
@ — ~a

-

7~ Polimerizagcdo de HbS Eritrécito

: e eritrécitos densos &
Hipoxia @
Q ) | \\
o, 4 :

[ VCAM | — > \

Gl
Femoglobina NO — “NVCAM-1 e adesdo celular A |\
dessaturada \ \
\
A

A .
Y
\ Oclusdo da microvasculatura
M adesdo de eritrocitos no e infarto da medula dssea

'

\\ o) pulmao causa infarto pulmonar
Hipoventilagdo e g
atelectasia resultantes =

de infarto de costelas e
vértebras

Fosfolipase A2

o~ Infec¢@o
Pulmonar

- o > .
Sindrome Toracica Aguda

A Sindrome Torécica Aguda inicia por trés fatores principais: infeccdo, embolizacao
gordurosa e infarto microvascular pulmonar. A polimerizacdo da hemoglobina S (HbS),
deplecao de 6xido nitrico (NO) e expressédo de moléculas de adesdao VCAM-1 provocam
adesao celular e vaso-oclusao eritrocitaria. A necrose na medula 6ssea libera particulas
de gordura causando embolia gordurosa por obstrucdo de pequenos vasos nos pulmdes.
A obstrucado vascular pulmonar causa infarto e lesdo pulmonar que resultam em reducéo
da oferta de oxigénio, hipéxia e desoxigenagcdo de hemoglobina, favorecendo mais
polimerizacdo de HbS. Fonte: adaptado de Gladwin; Vichinsky, 2008.
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Devido a escassez de ensaios clinicos controlados, o diagnostico e manejo da
STA é orientado pela opinido de especialistas e baseado no risco de insuficiéncia
respiratéria, sendo a estratificagdo da gravidade de acordo com caracteristicas
clinicas e risco de morte (Klings; Steinberg, 2022).

A suspeita de émbolos gordurosos normalmente ocorre por caracteristicas
clinicas e hematoldgicas, pois a deteccao de laboratorial de macréfagos pulmonares
carregados de gordura requer a broncoscopia e lavado broncoalveolar. A enzima
fosfolipase secretora A2 (sPLA2) cliva os acidos graxos livres que podem circular
com a embolia gordurosa. O aumento dos niveis de sPLA2 ap6s um evento doloroso
foi correlacionado com a ocorréncia e gravidade da STA, porém este biomarcador de
pesquisa tem pouca utilidade clinica jA& que sua medi¢cdo ndo esta disponivel na
maioria dos laboratdrios hospitalares e ndo ha certeza se a mesma tem relacdo com
a fisiopatologia especifica de STA ou é apenas um marcador inflamatério (Styles,
Aarsman; Vichinsky et al. 2000; Klings; Steinberg, 2022).

Além da histdria, exame fisico e sinais vitais usuais, é essencial a avaliacdo da
oxigenacdao por meio de oximetria de pulso e/ou gasometria arterial. Os pacientes com
suspeita clinica de STA também devem realizar hemograma completo, contagem de
reticuldcitos, testes de funcao renal e hepatica e testes para possivel transfusdo. Além
disso, hemoculturas e outros exames microbiolégicos para agentes infecciosos podem
ser necessarios. A dor intensa no peito, coluna ou pélvica, magnitude da febre e
saturacdo de oxigénio juntamente com contagens de reticuldcitos, leucécitos e
plaguetas sdo parametros para saber se um paciente com crise vaso-oclusiva aguda
tem probabilidade de desenvolver STA (Alkindi et al., 2020; Klings, Steinberg, 2022).
A iminéncia de STA grave é sugerida quando ha reticulocitopenia, contagem de
leucdcitos > 20.000/dL, niveis de LDH > 1.500 Ul, heméacias nucleadas no sangue e
trombocitopenia < 150 x 10°%L. Fatores de risco adicionais para AF grave incluem
doenca multilobar na radiografia de torax, histéria de hipertensédo pulmonar ou
disfuncéo cardiaca (Vichinsky et al., 1994; Klings; Steinberg, 2022). Disfun¢des
agudas e cronicas, particularmente do coragdo, pulmdes, cérebro, figado e rins,
comuns na DF, podem aumentar o risco de mortalidade na STA (Klings et al., 2014,
Klings; Steinberg, 2022). Em criangas a asma também esta associada a crises vaso-
oclusivas mais frequentes, STA recorrente e mortalidade (Boyd et al., 2007; Klings;
Steinberg, 2022).
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A STA ocorre em todos os genotipos de DF com maior incidéncia em AF e no
geno6tipo HbS/BC. Porém, a menor incidéncia nos genétipos HbSC e HbS/B+ contrasta
com a maior gravidade de STA, associada a faléncia de 6rgaos e @émbolos gordurosos
necréticos, que sdo comuns nestes genotipos considerados mais leves de DF,
comuns. Isto ocorre possivelmente aumento da viscosidade do sangue devido a maior
concentracdo de hemoglobina e volume de hemacias, e pacientes minimamente
sintométicos HbSC podem ter um desfecho fatal de STA na primeira manifestacao
emergencial da doenca (Tsitsikas; Bristowe; Abukar, 2020; Klings; Steinberg, 2022).
Em a-talassemia, presente em ~30% dos homozigotos HbS, ocorre reducdo de
concentracdo de HbS, melhorando a hemdlise. Alguns estudos sugerem menor
incidéncia de STA neste gendétipo enquanto outros ndo encontraram associacao
(Higgs et al.,1982; Klings; Steinberg, 2022).

A incidéncia de STA também estéa inversamente relacionada ao nivel de HbF e
com base nisto alguns estudos sugerem sua relacdo com os haplétipos do gene HBB.
Verificou-se que criangas com o haplétipo CAR apresentaram menor HbF e maior taxa
de internacdo por STA, pacientes com haplétipo de Benin foram intermediarios e
criancas com haplétipo do Senegal apresentaram maior HbF e menor taxa de
hospitalizacéo por STA (Steinberg, 2020; Klings; Steinberg, 2022).

Além da regulacédo por elementos ligados ao haplétipo do gene HBB, 0s niveis
de HbF s&o regulados por BCL11A e MYB cujos produtos sédo repressores da
producdo de HbF, sendo provavel que variantes de BCL11A e MYB também se
correlacionem com a incidéncia de STA (Lettre et al., 2008; Klings; Steinberg, 2022).
Estudos de associacdo genética do fenotipo da STA ainda nao resultaram em novas
descobertas terapéuticas ou prognésticas. Como € provavel que STA seja uma
condi¢cao multifatorial e poligénica, a contribuicdo de uma variante genética para este
fendtipo € pequena e dificil de analisar, sendo necessarios estudos suficientemente
grandes que ainda nao foram feitos. (Klings; Steinberg, 2022).

Além da ultrassonografia pulmonar no local de atendimento houve poucos
avancos recentes no diagnostico e tratamento de STA. Recomenda-se que todos os
pacientes hospitalizados com episddios dolorosos agudos sejam monitorados nas
primeiras 72 horas de internacdo, quando ocorrem a maioria dos episodios de STA
apO0s uma crise vaso-oclusiva aguda (Klings; Steinberg, 2022). Alguns estudos
mostraram que a hidroxiuréia é eficaz para prevenir STA, principalmente nas doses

méaximas toleradas (Dong; McGann, 2021). A terapia transfusional para o tratamento
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da STA é indicada nos casos moderados a graves e a escolha do protocolo de
transfusdo depende da experiéncia clinica e dos parametros clinicos e laboratoriais
do paciente (Mallouh; Asha, 1988; Klings; Steinberg, 2022). A transfusédo crénica
pode ser utilizada na prevencédo de STA em criangas e adultos que nao toleram a
hidroxiuréia (Hankins et al., 2005). Como STA € uma complicacdo pos-operatoria
comum na DF, a transfusao simples profilatica pré-operatoria € indicada nos fendtipos

HbS de DF para as cirurgias mais comuns (Howard et al., 2013).

A grande variabilidade fenotipica entre individuos com DF torna possivel o
agrupamento de algumas complicacbes em subfendtipos, observados em
determinados grupos de pacientes, que ndo sdo mutuamente exclusivos e ocorrem
provavelmente por fatores genéticos. O subfenétipo vaso-oclusivo caracteriza-se por
hematdécrito mais elevado que resulta em maior viscosidade do sangue. Individuos
com esse fenotipo estdo predispostos a frequentes crises de dor vaso-oclusiva,
sindrome toracica aguda e osteonecrose (Kato et al., 2018). O subfendtipo de
hemdlise e vasculopatia € caracterizado por um hematocrito mais baixo
acompanhado por niveis mais elevados de LDH sérica e bilirrubina, o que indica
anemia hemolitica mais grave. Os individuos deste grupo correm risco de acidente
vascular cerebral isquémico, hipertensdo pulmonar, ulceracdo nas pernas, calculos
biliares, priapismo e possivelmente nefropatia. A baixa biodisponibilidade do NO e
exposicdo do heme resultam em vasculopatia e a anemia grave também promove
alto débito cardiaco como mecanismo compensatério, o que tem sido relacionado a
vasculopatia renal e em outros 6rgdos (Kato, et al, 2018; Kato; Gladwin; Steinberg,
2007). Um subfendétipo com expressao persistente de HbF, na faixa de 10-25% da
Hb total, geralmente tem reducéo da gravidade clinica da AF, mas nem todos os
individuos tem um fenatipo leve devido a uma distribuicdo desigual de HbF entre os
eritrocitos. Niveis de expressdo de 25-50% de HbF em todos os eritrocitos promove
uma melhoria quase completa da AF, com sintomas clinicos raros e sem anemia
(Lettre; Bauer; 2016; Steinberg et al, 2014).

2.7 Tratamento da Doenca Falciforme

O tratamento de DF se baseia em terapias especificas de base crénica e no
controle de complica¢gbes agudas. Ao considerar que a gravidade e a frequéncia dos
sintomas podem variar entre individuos com DF, o atendimento médico imediato e

abrangente, com medidas preventivas e intervencdes precoces, S840 essenciais para
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minimizar as complicagdes da doenca. E necessario monitoramento regular,
estratégias de tratamento da dor, antibidticos preventivos, vacinacdes e outros
cuidados de suporte. (Elendu, 2023). Entre os cuidados de suporte, o tratamento da
dor é feito com medicamentos analgésicos, anti-inflamatorios ndo esteroides e
principalmente opioides em ambiente hospitalar, outras abordagens néo
farmacoldgicas também podem ser utilizadas como terapia térmica, relaxamento e
técnicas de distragdo (Smith; Scherer, 2010). As complicag6es clinicas da DF exigem
tratamentos profilaticos para infecgbes, com antibidticos como a penicilina, e
vacinacdes (National Heart, Lung, and Blood Institute, 2014). A hidratacdo adequada
€ importante para prevenir crises vaso-oclusivas, sobretudo durante infeccfes ou
exposicao a temperaturas extremas (Hardouin et al. 2023).

As principais medidas terapéuticas da DF s&do a terapia transfusional, o
tratamento com hidroxicarbamida ou hidroxiuréia (HU) e o transplante de células-
tronco hematopoiéticas (Kassim; DeBaun, 2014; Hardouin et al., 2023).

A Terapia transfusional de concentrado de hemacias pode melhorar e prevenir
acidente vascular cerebral e crises vaso-oclusivas. A transfusdo de troca, onde o
sangue do paciente é substituido pelo sangue de doador contribui para diminui¢do da
inflamacéo aguda e pode modificar um quadro grave. Este é o método mais eficaz
para reduzir o nivel de HbS abaixo de 30% sem aumentar o nivel de Hb total acima
de 10 g/dL (Howard et al. 2015; Kassim, 2015). Em casos de anemia grave, STA ou
AVE ¢ indicada a transfusdo de concentrado de hemécias para aumentar a
capacidade de transporte de oxigénio do sangue e a reduzir o percentual de células
falciformes. Em individuos com estas complicacbes recorrentes sdo indicadas
transfusdes sanguineas regulares. (National Heart, Lung, and Blood Institute, 2014).
No entanto, a transfusao de concentrado de heméacias pode causar efeitos adversos
como sobrecarga de ferro, resposta imune a antigenos presentes no sangue do
doador e reacOes transfusionais, hemoliticas. As reacdes transfusionais tardias
podem ocorrer como um episadio hiperhemolitico em que as células transfundidas e
os eritrocitos do proprio paciente sdo destruidos (Gardner et al., 2015). O uso de
medicamentos orais quelantes de ferro reduz os efeitos adversos da sobrecarga de
ferro. Em paises com limitacdes de testagem de amostras sanguineas, existem
riscos substanciais de transmissdo de infec¢des transmitidas pelo sangue, como
hepatite B, hepatite C, HIV e outros. Protocolos de transfusao a terapia de quelacéo

de ferro e melhoram a seguranca desta terapia (Hyacinth et al., 2014, Hyacinth et al.,
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2015; Quirolo; Vichinsky, 2016). Em conjunto, a terapia transfusional de concentrado
de hemacias, analgésicos parenterais e HU séo eficazes no controle da dor, reduzindo
a incidéncia de sindrome toracica aguda e infec¢des, diminuindo a mortalidade
(Claster; Vichinsky, 2003; Luzzatto; Makani, 2019; Tshilolo et al., 2019; Pace; Starlard-
Davenport; Kutlar, 2021; Power-Hays; Ware, 2020).

A hidroxiuréia (HU) foi o primeiro medicamento para o tratamento da anemia
falciforme ao ser identificada como um potente indutor de HbF (Platt et al., 1984) Em
outros estudos HU teve efeito na reducdo de episodios de dor, STA, transfusbes de
sangue e hospitalizacdes (Charache et al., 1995; Ferster et al., 1996). Posteriormente,
HU mostrou que reduz a mortalidade e morbidade da anemia falciforme e foi aprovada
pela FDA dos EUA em 1998 e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) em
2007 para o tratamento de DF. (Kato et al., 1998; Steinberg et al., 2003; Ware et al.,
2017; Fathallah; Atweh, 2006; Bakanai; 2005; Flanagan et al., 2012; Steinberg et al.,
2003; Voskaridou et al., 2010).

Sobre 0 mecanismo, observou-se que HU induz um microRNA que inibe MYB
e indiretamente estimula a producdo de HbF. Porém, seu modo de acdo permanece
nao completamente compreendido. (Pule et al., 2016). O aumento dos niveis de HbF
e consequente reducao da polimerizacao da hemoglobina resulta em beneficios aos
eritrocitos como reducdo da desidratacdo, reducédo da exposicdo a fosfatidilserina e
reducdo da expressao de moléculas de adesdo. Porém, mesmo em pacientes que nao
apresentam aumento em HbF, o beneficio clinico da terapia com hidroxiuréia na
doenca falciforme pode ocorrer por outras alteracbes como aumento do volume de
eritrocitos, diminuicdo da contagem de reticuldcitos e leucdcitos, o que promove um
beneficio reoldgico (Charache et al., 1996; Rees, 2011; Bridges et al., 1996; Styles et
al., 1997). HU também age diretamente no endotélio vascular reduzindo a expressao
de algumas moléculas de adeséo, e este efeito difere entre células endoteliais de
vasos sanguineos grandes ou pequenos (Figura 10) (Laurance et al., 2011; Rees,
2011).

HU tem propriedades antioxidantes e quelantes de ferro, desempenhando
potencialmente um papel na prevencédo da ferropoptose ao reduzir os niveis de ROS
e aumentar a sintese de 6xido nitrico (Santana et al., 2020). Pacientes com DF em
tratamento com HU apresentaram diminuicdo nos niveis de peroxidacao lipidica e
reforco nas defesas antioxidantes (de Torres et al., 2012; Silva et al., 2013). O

tratamento de hemé@cias in vitro com 0,8mM de HU por 1 h resultou na diminuigdo da
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peroxidacdo lipidica e dos niveis de Fe 3" (Ren6 et al.,, 2021). Além disso, a
combinacdo de HU com quelantes de ferro provou ser eficaz na mitigagcdo da
sobrecarga de ferro, levando a diminuicdo dos niveis de ferritina sérica e a reducao

do acumulo de ferro nos tecidos do figado e do coracao (Itélia et al., 2013).

Figura 10 — Efeitos da hidroxiuréia em doenca falciforme.
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Diagrama com os beneficios terapéuticos promovidos pelo tratamento com HU na prevencdo da
vaso-ocluséo e vasculopatia em pacientes com doenca falciforme. A¢édo da hidroxiuréia nas células
eritroides (seta grossa), contagem reduzida de neutréfilos (seta fina) e reducdo da expressédo de
moléculas de adesédo no endotélio vascular (seta pontilhada) Fonte: adaptado de Rees, 2011.

A terapia com HU reduz a falcizagcdo das heméacias e significativamente a
ocorréncia de crises vaso-oclusivas, hospitalizacdes, STA e mortalidade, geralmente
com boa toleréncia, sendo necessaria monitorizacdo regular do hemograma e da
funcdo hepatica (Charache et al.,1995; Charache ,1997; Habara; ElImutaz; Steinberg,
2017; Ware, 2015; Wienert et al, 2018). Porém, a magnitude da resposta varia entre
0S pacientes tanto por limitagbes de adesdo ao tratamento como por fatores
individuais relacionados a farmacogenética ainda nao totalmente esclarecidos (Walsh
et al., 2014, Husain et al., 2017). Ao considerar que o nivel de HbF em cada eritrécito

€ determinante para o seu efeito, o aumento geral de HbF ndo melhora todos os
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subfenotipos da doenca na mesma extensdo. Embora a hidroxiuréia aumente os
niveis de HbF na maioria dos pacientes, sua distribuicdo nos eritrocitos falciformes é
heterogénea e as células com niveis mais baixos de HbF recebem menos protecéo
contra a falcizacdo. Ao persistirem os eventos hemoliticos os pacientes permanecem
sintomaticos, embora com uma taxa reduzida de complicacbes e com melhor
sobrevida. (Steinberg et al., 2014).

A HU é o unico tratamento modificador disponivel para DF de custo
relativamente baixo e escalonavel (McGann, Ware, 2015). Este medicamento esta na
Lista Modelo de Medicamentos Essenciais e na Lista Modelo de Medicamentos
Essenciais para Criancas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2019a,
WHO. 2019b) Sua prescri¢cao e o monitoramento devem ser adaptados e simplificados
para uso em locais com poucos recursos para pacientes em todos os estagios da vida.
Desde 2006 a OMS emitiu diretrizes com recomendacdes e estratégias prioritarias
gue envolvem tratamento com hidroxiuréia para melhorar o tratamento da AF, para
reduzir a carga da doenca (World Health Assembly, 2006; Power-Hays, Ware
2020). Porém, embora com avanc¢os em alguns paises, os esfor¢os para controlar a
AF sdo incompletos e é preciso que a comunidade internacional promova o aumento
do acesso ao tratamento com HU, sobretudo nos paises da Africa Subsaariana, onde
a maioria dos pacientes morre na infancia (Grosse et al. 2011).

No Brasil, A hidroxiuréia é o tratamento padrdo atual recomendado para a
prevencao das crises vaso-oclusiva em pacientes com DF com genétipo HbSS, HbSC,
HbSD ou HbSR®, com idade igual ou maior que 2 anos como descrito no PCDT-DF
atual de doenca falciforme (Brasil, 2018). O relatério preliminar do PCDT-DF em
atualizacdo amplia o uso de HU ao recomendar o tratamento com HU para pacientes
com DF HbSS, HbSR? HbSB* grave e HbSD Punjab com pelo menos 9 meses de
idade; e entre 9 e 24 meses de idade sem sintomas e complicagbes. Segundo esta
atualizacdo do PCDT-DF, devem ser excluidos do tratamento com HU os pacientes
que apresentarem, antes do tratamento, contagem de neutréfilos abaixo de 1.500/mm?3
para pacientes acima de um ano de idade, ou 1.000/mm? para pacientes abaixo de
um ano de idade; Hb abaixo de 4,5 g/dL; reticulécitos abaixo de 80.000/mm? (quando
Hb menor que 8 g/dL); contagem de plaquetas abaixo de 80.000/mm?; gestantes ou
mulheres sexualmente ativas que nao estejam em uso de métodos contraceptivos;
doenca hepatica ativa (infec¢cdo por HBV ou HCV) (Brasil, 2024). O PCDT-DF em

atualizacdo preconiza a dose inicial 15 mg/kg/dia, por via oral, em dose Unica e 0
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aumento em 5 mg/kg/dia a cada 4 semanas até atingir a dose maxima de 35 mg/kg/dia
ou a interrupcdo por ocorréncia de toxicidade hematoldgica ou outros eventos
adversos graves. O tratamento com HU deve ser mantido por tempo indeterminado
enquanto houver resposta clinica e laboratorial. O tratamento anual com HU do
paciente adulto custa ao SUS R$ 1.615,00, sendo R$ 1,54 por capsula de HU 500mg,
de acordo com o Banco de Precos em Saude (Brasil, 2024).

HU ainda é subutilizada devido a deficiéncias na infra-estrutura de saude de
paises, principalmente africanos, entretanto seu uso estd aumentando e resultados
favoraveis de ensaios clinicos em bebés e criancas pequenas tem aumentado a
frequéncia do uso deste medicamento em criancas com AF (McGann et al., 2016;
Wang et al., 2011). Para melhorar o acesso a hidroxiuréia, as diretrizes de tratamento
devem ser adaptadas e simplificadas para localidades com poucos recursos. Sao
necessarias intervencfes para aumento da adesdo voltadas a capacitacdo dos
prescritores e conscientizacao de pacientes e familiares quanto importancia de utilizar
a hidroxiuréia de forma eficaz a todos os individuos com DF elegiveis. A medida que
novos tratamentos potencialmente curativos para DF estdo sendo desenvolvidos, é
fundamental que HU seja fornecida como o tratamento primario modificador da
doenca para servir como base para terapias futuras (Power-Hays; Ware, 2020).

Nos ultimos anos, surgiram novos alvos terapéuticos e opcdes de tratamento
com medicamentos. O crizanlizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado contra
a P-selectina que atua inibindo a adesdo de hemécias e leucdcitos as células
endoteliais (Gutsaeva et al., 2011). O aminoacido antioxidante A L-glutamina é capaz
de penetrar nos eritrocitos e reduzir o estresse oxidativo, reduzindo a frequéncia de
episédios de dor. Tanto a L-glutamina como o crizanlizumabe reduzem a frequéncia
de crises vaso-oclusivas e podem ser combinados com HU para melhorar o beneficio
clinico (Elenga, 2022, Niihara et al., 2018; Ataga et al., 2017). O Voxelotor é um
modulador de afinidade da HB pelo oxigénio e capaz de estabilizar a Hb oxigenada,
prevenindo a polimerizagao (Vichinsky et al. 2019).

O Transplante de células-tronco hematopoiéticas € o Unico tratamento curativo
para DF aprovado atualmente. Em pacientes elegiveis, particularmente criangas com
doenca falciforme grave, o objetivo € a substituicdo da medula 6ssea doente por
células-tronco saudaveis de um doador compativel. Para isto o0s pacientes
sintomaticos devem ter um doador familiar compativel para o antigeno leucocitario

humano (HLA). No entanto, a probabilidade de compatibilidade HLA entre irmé&os € de
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aproximadamente 25% e a maioria dos pacientes ndo tem um doador HLA compativel,
0 que limita sua aplicacdo (Walters et al., 2016; Gluckman et al., 2017). Foram
desenvolvidas melhorias consideraveis na eficiéncia de transplantes de doadores nao
familiares e compativeis com HLA, reduzindo o risco de doenga do enxerto contra
hospedeiro e toxicidade deste tratamento (Hardouin et al., 2023).

A terapia génica uma opc¢ao promissora para tratamento curativo sem 0 risco
de doenca do enxerto contra hospedeiro e rejeicdo. Consiste na coleta de tronco
hematopoiético autdlogo e de células progenitoras e depois corre¢ao genética in vitro.
As células geneticamente modificadas sdo entdo infundidas no paciente apos
mieloablacao e a eficacia clinica € proporcional ao niumero de células corrigidas que
sdo enxertados no paciente (Lagresle-Peyrou et al.,, 2018). Duas estratégias de
correcdo genética ja foram utilizadas em ensaios clinicos: vetores baseados em
lentivirus e técnicas de edi¢cdo de genoma.

A primeira estratégia de terapia génica adiciona um gene terapéutico ao
genoma de células progenitoras através de um vetor lentiviral. O lentivirus é capaz de
transcrever reversamente seu genoma de RNA, transportando para o DNA e
integrando-o permanentemente no genoma das células-alvo o gene para expressao
de uma Hb terapéutica (Tanhehco, 2021). A adicdo de genes por um vetor viral tem
algumas limitacdes de eficacia e seguranca porque a quantidade de Hb resultante é
insuficiente quando o numero de coépias do vetor por célula é baixo e pode ser
satisfatoria apenas se a DF for combinada com outras muta¢des, como a-talassemia
ou polimorfismos genéticos relacionados a HbF. H4 também um risco genotéxico da
integracao de lentivirus (Magrin et al., 2022; Kanter et al., 2022).

A edicdo do genoma consiste na substituicdo, exclusdo ou inser¢gdo de uma
sequéncia de DNA gendmico. CRISPR-Cas9 € um sistema de defesa adaptativo
usado por procariontes para clivar sequéncias de acidos nucleicos e tem sido utilizado
para desenvolver ferramentas de edicdo de genoma. Algumas estratégias de edi¢éo
de genoma foram projetadas para corrigir as mutacdes de (-hemoglobinopatias e
restaurar a expressao endoégena de Hb ou induzir a expresséo de y-globina (Frangoul
et al., 2021; Doudna, 2020). Devido a prevaléncia e mutagdo Unica, a DF € um bom
alvo para o desenvolvimento de estratégias de correcdo genética. (Dever et al., 2016;
DeWitt et al., 2016; Lattanzi et al., 2021). Embora a correcdo genética tenha como
alvo sequéncias especificas, podem ocorrer clivagens erradas em sequéncias

semelhantes e gerar efeitos fora do alvo. As mutacgdes indesejadas resultantes podem
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modificar a expressédo de outros genes e estimular processos de tumorigénese por
células editadas. A edicdo de base é uma tecnologia baseada em CRISPR-Cas9 que
pode inserir uma mutacdo de ponto mais segura e menos complexa em comparacao
com o sistema CRISPR-Cas9 original, mas ainda persiste a possibilidade de eventos
indesejados fora do alvo (Boutin et al., 2022; Gaudelli et al., 2020; Haapaniemi et al.,
2018; Kosicki; Tomberg; Bradley, 2018; Schiroli et al., 2019).

Embora o transplante de células-tronco hematopoiéticas e a terapia génica
possam resultar na cura completa da AF, estas sdo opcdes de alto custo e
indisponiveis em paises onde a doenca € mais prevalente, e ambos podem ter
consequéncias potencialmente graves para a saude. O transplante de células-tronco
hematopoiéticas esta disponivel apenas em seis centros em toda a Africa. Utilizar
estratégias de terapia génica na rotina clinica € um desafio principalmente pelo custo,
mas deve ser comparado ao o custo anual de cuidados em saude que pacientes com
DF necessitam durante décadas, além do ganho pos-tratamento na qualidade e
expectativa de vida. No futuro os ensaios clinicos em DF devem considerar também
as diversas caracteristicas genéticas dos participantes para o desenvolvimento de
terapias genéticas personalizadas com boa eficacia a longo prazo e limitada
toxicidade. (Arnold et al., 2016; Tanhehco; Bhatia, 2019; Harif; Weisdorf; Novitzky et
al., 2020; National Marrow Donor Program, 2022; Hardouin et al., 2023).

2.8 Questdes sociorraciais e politicas de saude

As doencas falciformes representam um problema de saude publicapresente em
todo o mundo e mais frequentes em individuos de ascendéncia africana (Pokhrel, et
al., 2023). Porém, mais do que uma doenca genética, a DF é um caso que reflete a
negligéncia histérica com a saude da populacdo negra. No contexto global, & medida
gue os métodos de triagem sdo ampliados e os sistemas de registros melhoram, o
namero de casos de doencas falciformes continuardo a aumentar, ressaltando a
importancia de ampliar também o acesso aos cuidados de saude (Mburu; Odame,
2019). Entretanto, a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes dependem do
desenvolvimento econémico e social do pais onde moram, da existéncia de cuidados
em saude e das condicdes de acesso. Nos paises desenvolvidos o numero de
pessoas com a doengca aumenta com a melhoria na expectativa de vida devido a
melhores intervencdes em saude. Em contextos sociais mais pobres a mortalidade

infantil de pacientes com DF prevalece. (Piel; Steinberg; Rees, 2017).
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Sabe-se que a maioria dos pacientes com a doenca falciforme nascem e vivem em
paises da Africa, onde o 6nus mundial da doenca predomina. No Brasil a DF esta
relacionada a diaspora africana marcada pela escravizacdo que gerou impactos
sociais e econdmicos para a populagdo negra, que vive historicamente com menor
acesso a informacao e servicos de saude adequados. (Lettre; Bauer, 2016). Neste
contexto, o empobrecimento da populacdo negra € um fator critico adicional para
familias acometidas pela DF, que enfrentam barreiras sociais e clinicas como
dificuldades para manter o cuidado adequado durante a infancia, inseguranga
alimentar, evasao escolar e na vida adulta problemas com trabalho e renda devido as
crises causadas pela doenca (Berghs et al., 2020; Mota., et al., 2024; Khan et al.,
2023). A defasagem educacional é outro fator limitante aos resultados do tratamento.
alguns estudos apontam a importancia da educacdo continua de cuidadores de
criangcas com DF sobre conhecimentos especificos da doenca, para que sejam
adequadamente informados sobre a procura dos sistemas de salde e adeséo correta
ao tratamento, o que tem impacto sobre a qualidade de vida e o nimero de
atendimentos emergenciais. (Khan et al., 2023; Carden et al., 2016; Morrison et al.,
2018). A falta de acesso a educacdo basica, a evasdao escolar o baixo nivel
socioeconémico contribuem para o desemprego e a medida que 0s pacientes
envelhecem estes e suas familias enfrentam mais dificuldades para conciliar as fontes
de renda e a necessidade de cuidados e limitacdes da doenca crénica (Sanger et al.,
2016; Khan et al., 2023). A rotina de atendimentos de emergéncia de pacientes com
DF tem alto custo e a qualidade de vida € ainda mais reduzida durante a vida adulta,
causando efeitos sociais e psicolégicos sobre os pacientes e suas familias. Além
disso, a maior parte dos avancos em tratamento ndo estao disponiveis nos paises
mais pobres. Em paises de baixa renda a triagem neonatal € rara e ndo é universal
em nenhum pais africano (Therrell; Padilla, 2014; Kato, 2018)

Por se tratar de uma condicdo que afeta populacées em situacdo de
vulnerabilidade social, observa-se falta de dados e desigualdades no acesso ao
tratamento adequado. (Farooq et al., 2020; Bulgin; Tanabe; Jenerette, 2018; Marsh;
Kamuya; Molyneux, 2011; WHO Regional Committee for Africa, 2020). A escassez de
diagnosticos adequados, coleta de dados e acdes para 0 monitoramento da doenca
falciforme dificulta a precisdo dos dados epidemiolégicos, mesmo em paises de alta

renda e sistemas de registros bem equipados. (Paulukonis et al., 2016). O contexto
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racial da DF produz disparidades no financiamento de pesquisas que resultam em
Menos recursos para uma doenca que tem alta prevaléncia, mas foi negligenciada e
ainda permanece com poucos medicamentos aprovados e acessiveis. Com isso, a
expectativa de vida de pacientes com anemia falciforme é de aproximadamente 40
anos, metade da expectativa de vida da populacédo geral. Isto traz a reflexdo sobre o
racismo associado a DF que, ao atingir populacdes majoritariamente negras, nao é
priorizada pelas politicas de salde apesar de sua relevancia mundial, tanto em
prevaléncia como letalidade e o sofrimento que causa aos pacientes (Mota et al., 2024;
Power-Hays; McGann, 2020).

A populacédo de pacientes com DF, mesmo em paises com mais recursos, sofre
ndo somente as consequéncias de um problema de saude grave, mas também o
racismo estrutural que impacta o financiamento das pesquisas, 0 acesso e a
gualidade da prestacéo dos cuidados a saude. Além disso, muitas vezes o racismo
interpessoal resulta em marginalizacdo dos pacientes com anemia falciforme e
falta de sensibilidade as suas dores. Isto tem impacto no manejo da doenca e tem
sido associado a gestao impropria da dor resultando em tratamento inadequado e
mais sofrimento. Estudos mostraram que pacientes afro-americanos negros com
doenca falciforme enfrentam mais atrasos no atendimento do que pacientes nao
negros (Haywood et al., 2014; Martin et al.,, 2018; Stanton et al., 2010). A
discriminacdo nos sistemas de saude pode ser um fator de risco significativo para
doengas cronicas como DF. Além do atendimento inadequado, a experiéncia
negativa na unidade de saude reduz a confianca entre o paciente e o profissional
de saude reduzindo a adesdo as recomendacbes médicas e aumentando a
frequéncia das crises e complicacbes. Porém, apesar de ser um determinante
social importante na DF, a associacao entre o estigma da discriminacao racial e
seu impacto sobre a saude geral e a qualidade de vida dos pacientes tem sido
pouco estudada (Martin et al., 2018, Khan et al., 2023; Lanzkron et al., 2021; Power-
Hays; McGann, 2020, Stanton et al., 2010; Haywood et al., 2014).

No Brasil, os estudos sobre saude da populacdo negra até a década de
1960 foram conduzidos com base no racismo institucional que propunha o
exterminio de uma “raca impura e inferior”. (Oliveira, 2003). Em 1995 associac¢des
de pessoas com DF e seus familiares apoiadas pelo Movimento Negro Brasileiro
na Marcha Zumbi dos Palmares pela Cidadania e pela Vida, conquistaram a

realizagdo do primeiro evento oficial do Ministério da Saude para definir areas de
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trabalho prioritarias em salude para a populacédo negra. Em 1996 foi criado o primeiro
Programa de Anemia Falciforme do Ministério da Saude — PAF/MS, como uma diretriz
completa para a atencdo a anemia falciforme, que previa o diagndstico, tratamento e
0 apoio as associacdes de falcémicos e as instituicbes de pesquisa, que foi
considerado a conquista politica mais importante do Movimento Negro brasileiro na
area da saude. Mas somente em 2001 foi criada Federacédo Nacional das Associacdes
de Pessoas com Doenca Falciforme (FENAFAL) e ocorreu a inclusdo da Anemia
Falciforme no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) através da Portaria
n° 822, de 6 de junho de 2001. Em 2002 o Ministério da Saude aprovou o uso de
hidroxiuréia para pessoas com DF (Brasil, 2002). Em 2005, a Portaria n°® 1.391
instituiu a Politica Nacional de Atencédo Integral a Pessoas com Doenca Falciforme
(PNAIPDF), que representou pela primeira vez a destinagdo de recursos no Plano
Orcamentério Plurianual 2004-2007 (Brasil, 2005; Mota et al. 2024). Apesar de ter
sido implementado em 2001, o PNTN se tornou disponivel em todos os estados a
partir de 2017, embora a cobertura seja altamente variavel entres os estados (Kato;
Piel, 2018).

As Ultimas décadas que representaram melhorias nas politicas de saude em
DF ndo apresentaram avangcos constantes e as conquistas oficiais sofreram
retrocessos, demandando ac6es de mobilizacdo dos movimentos sociais (Mota et al.
2024). A implementacao do acesso amplo a todos os cuidados adequados para 0s
pacientes com doenca falciforme ainda é um desafio e o diagnostico pelo PNTN, no
“teste do pezinho”, atinge 84% a 95% com disparidades de um estado para outro.
Além disso, a subnotificacdo € recorrente por ineficiéncia ou desinteresse no
preenchimento de prontuarios médicos que frequentemente ndo apresentam a
correspondente Classificacdo Internacional de Doencas (CID) D-57 como doenca de
base. E preciso intensificar as informacdes prestadas aos profissionais de salde e
pacientes para a adocdo de medidas de prevencdo de complicagbes e promocéo da
saude, considerando os pacientes de forma global e integrada para reduzir a
mortalidade e melhorar a sua qualidade de vida (Mota et al. 2024; Silva-Pinto et al.,
2019).

O tratamento para a DF esta preconizado no SUS através do Protocolo Clinico
e Diretrizes Terapéuticas Doenca Falciforme (PCDT-DF), portarias, orientacbes e
manuais (Brasil, 2023) O PCDT-DF em sua versao vigente de 2018 recomenda o

tratamento com hidroxiuréia para individuos a partir dos 2 anos de idade e em casos
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especiais para a faixa etaria entre 9 meses e 2 anos (Brasil, 2018). Sdo também
necessarios cuidados abrangentes ao longo da vida, a fim de diminuir a ocorréncia de
manifestagdes clinicas e aumentar a expectativa e a qualidade de vida do paciente. O
contetdo do PCDT-DF passou por consulta publica recente e encontra-se disponivel
o Relatorio Preliminar do PCDT-DF 2024, em processo de atualizacdo. A nova versao
PCDT-DF 2024 recomenda uma assisténcia mais ampla e multiprofissional, incluindo
alimentacdo, saude bucal, fisioterapia e assisténcia oftalmoldgica, além disso traz
como principais alteragdes a ampliacdo do tratamento com HU e da indicagdo de
TCTH e a incluséo do uso de alfaepoetina em adultos com DF com declinio da funcéo
renal e piora dos niveis de hemoglobina. (Brasil, 2024).

A primeira medida para melhorar os resultados e a qualidade dos dados € o
diagnoéstico precoce através da triagem neonatal, combinada com o tratamento
adequado e preventivo dos riscos de agravamento (Cancado et al., 2021, Global
Burden of Disease Study, 2023). Além disso, € importante a universalizacdo de
programas de triagem que ajudam a identificar a mutacéo e individuos em risco de ter
filhos com doenca falciforme e o aconselhamento genético, permitindo decisdes
informadas de planejamento familiar e fornecendo cuidados de apoio para individuos
afetados e suas familias (Elendu C et al., 2023).

A abordagem multiprofissional € de fundamental importancia para pessoas com
DF. Em unidades proximas a residéncia, a assisténcia pode ser integrada a
programas de saude pertinentes as suas faixas etarias, como programas de salde da
crianca, do adolescente, da mulher, do homem. E necesséario ainda garantir a
promocao da saude bucal, da vigilancia nutricional e do autocuidado, considerando a
vulnerabilidade do paciente e sua capacidade para o autocuidado, como o objetivo de
ampliar a autonomia das pessoas com DF. Além disso., devem ser mantidos 0s
cadastros de todas as pessoas atendidas nas unidades, com busca ativa dos
ausentes, e prestar assisténcia regular e permanente as familias. Assim, a partir do
diagnaostico precoce através do PNTN e acompanhamento desde 0s primeiros meses
de vida, a crianca e sua familia precisam de assisténcia multiprofissional e
humanizada, em ambiente de facil acesso e confortavel para o atendimento pelos
trabalhadores de salde com uma escuta atenta, com linguagem acessivel ao publico
leigo. (Brasil, 2015).

Além do tratamento da dor e prevencdo de complicagcbes clinicas, fatores

sociais devem ser considerados na prestacao de cuidados. Os fatores biomédicos séo
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considerados principais para os resultados de saude, mas em DF fatores de risco
sociais aumentam a frequéncia de hospitalizacbes, morbilidade e mortalidade.
(Berghs et al., 2020). Intervengbes no estilo de vida e o aconselhamento como
estratégias atuais para prevenir complicac6es da DF ndo abordam as barreiras sociais
e clinicas associadas a doenca, como as disparidades na saude (Andermann; CLEAR
Collaboration, 2016). Mesmo quando existe 0 acesso aos cuidados padronizados no
ambiente hospitalar, pacientes em vulnerabilidade social retornam a realidade de
pobreza e a inseguranca alimentar que contribuiram para a hospitalizacdo, nédo
alcancando totalmente os beneficios do tratamento (Kumar; Chaudhary; Achebe,
2020; Glassberg et al, 2012).

Dessa forma, uma assisténcia mais ampla aos pacientes com DF com atencéo
aos determinantes sociais da saude é essencial para desenvolver intervencdes
especificas e maximizar os beneficios para esta populacéo vulneravel. (Berghs et al.,
2020). As necessidades psicossociais, o contexto familiar e apoio a saude emocional
é fundamental para a relacéo de confianca entre pacientes e profissionais de saude e
pode contribuir para reduzir a gravidade da doenca, necessidade de hospitalizacdes
e propiciar melhor qualidade de vida (Stanton; Jonassaint; Bartholomew et al., 2010;
Khan et al., 2022). S0 necessarias medidas de combate a discriminacdo no sistema
de saude, melhorias da educacéo para profissionais de saude e acdes politicas para
corrigir as disparidades no tratamento para pessoas negras (Batina et al.,2017; Power-
Hays; Ware, 2020; Mezei; Murinson, 2011; Meghani; Byun; Gallagher, 2012).

A DF atinge milhdes de pessoas ho mundo com maior impacto nas populacées
negras e de maior vulnerabilidade social, com alta morbidade e mortalidade, mas os
padrdes recentes de migracdo conferem a DF um impacto global, acometendo milhdes
de pessoas de diversas etnias em todo o mundo (The Lancet Haematology, 2022,
Khan et al., 2023). Porém, seu diagndstico é simples e existem opc¢des de tratamento
de baixo custo. A colaboracéo entre instituicdes de salude de paises ricos e de poucos
recursos pode melhorar a universalizagdo do acesso a investigacado e conhecimento
gue poderao resultar em melhor compreensdo da doenca e distribuicdo de recursos
como terapias modificadoras e curativas. E necessario maior atenco e compromisso
das organizacbes de saude, pesquisadores e tomadores de decisdo, além de
incentivo a programas que permitam que individuos oriundos de populagbes
acometidas pela doenca se tornem parte da forca de trabalho de assisténcia,
pesquisas e politicas de saude. A partir da compreenséo mais ampla da DF sob uma
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perspectiva de saude global, através de iniciativas colaborativas € possivel reverter o
impacto de anos de negligéncia e trazer a esperanca de uma vida plena e saudavel
para todos os pacientes com doenca falciforme. (Mota, 2024; Ware, 2013; Power-
Hays, 2020; National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine; 2020;

American Society of Hematology, 2021).

2.9 Fatores progndésticos em Doenca Falciforme

A grande variabilidade clinica é uma das caracteristicas da DF, o que torna dificil
explicar ou prever as diferentes manifestacdes clinicas, a ocorréncia de complicacdes
graves, como STA, e também a sobrevida (Rees, 2022). Os haplotipos do gene HBB
estdo entre os primeiros fatores associados a gravidade da AF devido as diferencas
observadas nos feno6tipos de acordo com as regdes de origem. Porém, apesar de sua
associacdo aos niveis de HbF, ndo ha consenso sobre impacto prognéstico dos
haplétipos limitando a aplicacéo clinica da haplotipagem em pacientes (Rees, 2022).

Os niveis de HbF permanecem como fator progndstico mais importante para DF.
O aumento de HbF geralmente estd associado a um fenétipo de doenca mais leve e
vantagem de sobrevivéncia, mas seus niveis precisam ser interpretados com cautela,
em conjunto com outras informacfes, como a contagem de reticulcitos e
hemoglobina total (Platt, 1994; Rees, 2022).

O progndstico da doenca falciforme também esta relacionado ao nimero de genes
da globina a da hemoglobina. Normalmente cada pessoa tem 4 genes da globina a,
um par em cada cromossomo 16, representado como aa/aa. A delecdo em um dos
pares de genes pode ser herdada de um dos pais (aa/a-), conhecida como a-
talassemia a* heterozigética, ou de ambos os pais (a-/a-), conhecida como
talassemia a* homozigoética. Essas formas sdo comumente encontradas em
populagées com DF. O tipo de delecédo mais prevalente em pessoas de ascendéncia
africana é -3,7kb, que remove parte de ambos os genes da globina a (Serjeant;
Vichinsky,2018). Estima-se que 30-35% dos pacientes com DF sejam heterozigotos
(aa/a-) com 3-5% homozigotos para a delecdo (a-/a-). Também foi relatada alta
prevaléncia da delecdo de 3,7kb no gene da globina a entre pacientes com AF no
Brasil (29%) (Steinberg, 1986; Belisario et al., 2010; Rees, Brousse, Brewin, 2022). A
a-talassemia reduz a tendéncia de polimerizacdo de HbS ao reduzir a concentracao
de hemoglobina em cada eritrocito, reduzindo assim a taxa de hemolise (Ceulaer, et

al., 1983). Os efeitos clinicos da a-talassemia sdo geralmente benéficos, mas
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variaveis, incluindo a reducao de eventos como vasculopatia cerebral, AVE e infartos
cerebrais silenciosos, proteindria, célculos biliares, Ulceras nas pernas e priapismo
(Belisério, 2010; Ceulaer, 1983; Rees, 2022). No entanto, a frequéncia da dor néo é
reduzida e pode ser aumentada na a-talassemia homozigética (Billett; Nagel; Fabry,
1995). Ha também aumento da taxa de necrose avascular, do risco de sequestro
esplénico na infancia e ndo ha vantagem de sobrevida global em pacientes com AF e
co-heranca de a-talassemia (Platt et al. 1994; Gardner et al.,, 2016). Além, disso
acidentes vasculares cerebrais isquémicos ocorreram em irm&os com mais frequéncia
e a a-talassemia contribuiu para esta herdabilidade (Billett,1995; Ballas,1989; Rees,
Brousse, Brewin, 2022). Em pacientes com HbSC, a co-heranca da a-talassemia
também leva a um fenétipo mais brando ao reduzir os episodios dolorosos, risco de
sequestro esplénico agudo e o risco de osteonecrose, além de maior taxa de
sobrevivéncia geral (Rezende et al.,2019).

O gendtipo heterozigoto HbS/B-talassemia ainda ndo € bem compreendido sobre
seu papel prognéstico. O efeito na gravidade da doenca depende do tipo de variante
da talassemia B, e h4 um equivoco em classificar toda talassemia HbS/B* como
doenca mais leve. Variantes graves de talassemia B* causam doenca grave
semelhante a talassemia HbS/B° (Oliveira, 2024; Rees, 2022).

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) tem um papel importante na
protecdo da hemoglobina contra danos por estresse oxidativo, e sua deficiéncia
levaria a diminuicéo dos niveis de NO, contribuindo para a disfuncéao vascular. Apesar
deste mecanismo plausivel, ndo se demonstrou nenhuma associacao consistente com
a deficiéncia de G6PD e o impacto da deficiéncia de G6PD para o risco de AVE ainda
ndo é claro (Leopold, et al, 2001; Rees, 2022). A deficiéncia de G6PD mostrou-se
associada ao aumento da anemia e contagens mais altas de reticulocitos na primeira
infancia, mas sem aumento do risco de eventos cerebrovasculares (Benkerrou, et al.,
2013).

A nefropatia falciforme, que afeta até um terco dos pacientes com AF e esta
associada ao aumento da mortalidade, comeca na infancia, com hiperfiltracéo
glomerular, e progride com proteindria tipicamente a partir de aproximadamente 10
anos. A medida que eventos de vaso-oclusdo se tornam recorrentes e ocorre isquemia
cronica, estes causam necrose papilar e fibrose medular. A a-talassemia fornece um
forte efeito protetor contra o desenvolvimento de nefropatia falciforme. (Elmariah, et
al., 2014; Aygun, et al, 2011; Rees, 2024).
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Além de fatores genéticos, os sintomas da AF também sédo significativamente
afetados por fatores ambientais. O espectro de infecgcbes em diferentes contextos
geograficos contribui para a variabilidade clinica da AF. Estima-se que que apenas
50% dos pacientes com AF sobrevivam a infancia em muitos paises africanos e a
exposicao a agentes infecciosos € provavelmente a causa mais importante de morte
prematura na Africa (Makani, et al., 2011). O hipoesplenismo tem um papel
fundamental no aumento da suscetibilidade a infec¢des bacterianas observadas em
criancas com anemia falciforme. Por isto, interveng8es basicas como a profilaxia com
penicilina e vacinacgdes, poderiam levar a uma melhoria substancial na sobrevivéncia
de pacientes com DF em todo o mundo. As infeccdes virais também estdo associadas
ao aumento de complicagbes na doenca falciforme, com algumas cepas de influenza
causando uma alta incidéncia STA (Brousse; Buffet; Rees, 2014; Williams, et al., 2009;
Inusa et al., 2010).

Sabe-se que o clima frio € mais propicio a dor aguda. Isto se deve ao fato de a
exposicdo ao frio causar vasoconstricdo periférica, fluxo sanguineo mais lento e niveis
mais elevados de hemoglobina desoxigenada, levando a taxas mais rapidas de
polimerizacao da HbS e a taxas aumentadas de vaso-ocluséo e dor (Mekontso Dessap
et al., 2014; Rees, 2022). Além disso, poluentes atmosféricos como o0 aumento dos
niveis de 0zonio sao fortemente associados a exacerbacdo da asma e sibilos, ambos
associados a um risco aumentado de complicacbes da DF (Barbosa, et al, 2015;
Willen, 2019; Rees, 2022). Alguns efeitos ambientais sdo potencialmente mais faceis
de modificar do que os fatores genéticos, sendo passiveis de mudancas relativamente
simples no comportamento e nas medidas de saude publica. Porém, estes podem se
tornar mais significativos no futuro, com as alteracdes climéticas e a deterioracdo da
qualidade do ar. Apesar disso o impacto das questdes ambientais na DF ainda sao
relativamente pouco estudadas e pouco compreendidos (Rees, 2022).

Além dos fatores prognosticos gerais da gravidade da doenca falciforme é
importante identificar fatores que possam prever o risco de complicacdes especificas.
A medida que novos tratamentos sdo desenvolvidos e uma combinacdo de
tratamentos diferentes se torna possivel, € cada vez mais importante o conhecimento
sobre fatores progndsticos Uteis no estagio inicial da vida dos pacientes. Isto permitiria
a escolha de tratamentos individualizados e a decisdo por terapias curativas
disponiveis ao identificar pacientes propensos a ter um curso mais grave da doenca

(Rees, 2022). Apesar de numerosos estudos, fatores prognésticos precoces, robustos
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e validados séo escassos ha DF (Tabela 1). Complicacdes precoces potencialmente
fatais, como STA, sequestro esplénico agudo, infeccdo invasiva grave ou acidente
vascular cerebral, exigem a identificacdo de pacientes em risco e um marcador
confiavel e preciso nos primeiros meses de vida. No geral, niveis baixos de HbF, alta
contagem de reticulécitos e baixos valores de Hb medidos em bebés parecem ser 0os
anicos marcadores de um curso grave da doenca em criancas. No entanto, para a
previsdo individual, nenhuma dessas medidas € suficientemente progndstica para
facilitar decisdes de manejo especificas. Neste contexto, ainda € desejavel a melhor
investigacdo sobre marcadores genéticos de facil identificacdo na infancia como os
haplétipos e sobretudo sua associacdo com desfechos graves como por exemplo
STA.

Tabela 1: Fatores prognosticos identificados na infancia potencialmente
associados a desfechos em criancas e adultos com DF.

Caracteristica Origem Efeitos

a-talassemia Genética | Redugdo do risco de cerebrovascular
doenca, calculos biliares, ulceras nas
pernas, nefropatia, priapismo Possivel
aumento do risco de dor, necrose
avascular articular

Deficiéncia de G6PD Genética | Provavelmente aumento do risco de
anemia mais grave Possivel aumento do
risco de doenca cerebrovascular

Maior %HbF Genética | Risco reduzido de dor, STA, Ulceras de
perna. Melhor sobrevida

Maior nivel de Hb Genética | Menor risco de doenca cerebrovascular
e
Ambiental
Maior % reticulocitos Genética | Aumento  do risco de  doenga
e cerebrovascular, morte durante a infancia
Ambiental
Maior Contagem de Genética | Aumento do risco de doenca
Leucécitos e cerebrovascular, STA, dor e morte na
Ambiental | infancia
Clima Frio Ambiental | Aumento do risco de dor aguda e infarto
esplénico
Baixa condigao Ambiental | Aumento do risco de todos os resultados

socioecondmica . . e
adversos, incluindo morte na infancia




3. HIPOTESE E OBJETIVOS:

3.1 Hipotese:

Os desfechos clinicos de maior gravidade (ex: STA, AVE, sequestro
esplénico) podem estar relacionadas a variagcdes de fatores genéticos e
moleculares entre os pacientes com diagndéstico de doenca falciforme de
acordo com o padréo de haplétipos ancestrais do gene HBB.

3.2 Objetivo geral:

Avaliar o impacto progndstico dos padrdes de haplétipos do gene HBB
de ancestralidade africana em pacientes com doenca falciforme, com énfase
no perfil CAR.

3.3 Objetivos especificos:
| — Descrever a distribuicdo dos hapl6tipos de ancestralidade africana de
pacientes com Doenca Falciforme;
Il — Analisar a potencial associacéo entre o haplétipo CAR homozigoto e
heterozigoto e as manifestacdes clinicas da Doenca Falciforme, em especial
0s eventos clinicos mais graves;
lIl — Analisar a associacdo entre o haplétipo CAR homozigoto e heterozigoto e
0s parametros laboratoriais dos pacientes com Doenca Falciforme;

IV — Analisar a associacao entre o hapl6tipo CAR homozigoto e heterozigoto e

a resposta ao tratamento com Hidroxiuréia.

V — Analisar se a presenca do genétipo CAR/CAR é fator prognéstico

independente para STA
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4. METODOLOGIA

4.1. Local e fases do estudo:

Hospital Universitario Pedro Ernesto (UERJ): coleta de amostras de sangue

e registro dos dados clinicos e laboratoriais de pacientes referentes ao
periodo 2010-2014.

Nicleo Transdisciplinar de Investigacdo em Salde da Crianca e do

Adolescente - IPPMG/ UFRJ: coleta de amostras de sangue, registro dos

dados clinicos e laboratoriais de pacientes no periodo 2018-2019. Anélises

laboratoriais de haplotipos no periodo 2018-2019 e analises estatisticas.

4.2 Questdes éticas:

4.3

Neste trabalho foram utilizadas amostras previamente coletadas na UERJ e
no Nducleo Transdisciplinar de Investigacdo em Saude da Crianca e do
Adolescente — IPPMG/UFRJ (NTISCA), através de projetos anteriores
aprovados em comités de ética das instituicbes. Todos 0s pacientes e seus
respectivos responsaveis legais foram informados sobre os projetos
relacionados e concordaram coma doacédo do material através da assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido. As amostras de sangue
periférico foram armazenadas no NTISCA durante a realizacao do projeto. O
trabalho estd em consonancia com a Resolucdo do Conselho Nacional de
Saude 466/2012 e foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
IPPMG/UFRJ (CAAE no. 64913617.7.0000.5264) e do Hospital Universitario
Pedro Ernesto/UERJ (HUPE) (CAAE no. 57862016.5.0000.5259).

Desenho do estudo:

Estudo retrospectivo, analitico e observacional.

4.4 Pacientes, amostras, critérios de inclusdo e excluséo:

4.4.1 Pacientes:
Pacientes da cidade do Rio de Janeiro portadores de doenca falciforme
com mediana de idade de 21 anos, matriculados no HUPE ou no

IPPMG/UFRJ. Os pacientes foram acompanhados por no minimo 1 ano
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e a média geral do tempo de acompanhamento no ambulatoério foi 11

anos. Foram analisados os dados de pacientes em acompanhamento

entre os anos de 2010 a 2014 no HUPE e de 2018 a 2019 no IPPMG.
4.4.2 Amostras:

As amostras de DNA utilizadas nesse trabalho foram extraidas a partir
da coleta de sangue periférico em EDTA dos pacientes selecionados. Foram
incluidas no estudo amostras de 83 Pacientes HbSS (anemia falciforme) e 19
Pacientes HbSX (outras doencas falciformes), entre estes 14 pacientes HbSC,
3 pacientes HbSD e 2 pacientes HbSB+, totalizando 102 pacientes com doenca
falciforme e com dados clinicos e laboratoriais disponiveis em seus prontuarios.
4.4.3 Critérios de incluséo e exclusao:

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnostico de doenca

falciforme com dados clinicos e laboratoriais disponiveis do periodo de 2010
a 2014. Foram excluidos do estudo os pacientes 0s quais as amostras de DNA

nao estavam disponiveis para a analise de haplotipos.

4.5 Variaveis do estudo:

As amostras de pacientes com doenca falciforme foram analisadas quanto
aos padrBes ancestrais de haplétipos do gene HBB (CAR, BEN, SEN, CAM).
Utilizou-se um banco de dados dos pacientes que foi organizado para andlise da
evolucdo clinica e dos parametros laboratoriais, que correspondem as seguintes
variaveis: sexo, idade, transfusfes de concentrado de hemacias, internacdes
hospitalares, episddios dolorosos, infeccbes bacterianas, infecgbes virais, crise
aplasica, colelitiase, colecistite ou coledocolitiase, Ulcera de perna, sindrome
toracica aguda (STA), acidente vascular encefalico (AVE), sequestro esplénico,
haplétipo, gendtipo da hemoglobina, uso de hidroxiuréia, heméacias (Hm -
x10%/mm?3), hematocritos (Ht - %), hemoglobina total (Hb - g/dL), volume globular
médio (VGM - fL), hemoglobina globular média (HGM - pg), concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM - g/dL), hemoglobina fetal basal (HbF - %),
hemoglobina S (HbS - %), reticuldcitos (Ret - %), leucocitos (Leuc - x103/mm3),
granulécitos absolutos (Gran abs - X103/mm3), granulécitos (GranP - %), plaquetas
(mm?), ferro (Fe - mg/dL), ferritina (ug/L), capacidade de ligacdo de ferro latente
(CLFL - pg/dL), capacidade de ligagdo de ferro total (CTFL - pg/dL), indice de
saturacao de transferrina (IST - %), uréia (mg/dL), bilirrubina total (BT - mg/dL),
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bilirrubina direta (BD - mg/dL), bilirrubina indireta (Bl - mg/dL), aspartato
aminotransferase (AST - U/L), alanina aminotransferase (ALT - U/L), lactato
desidrogenase (LDH - U/L). Para os pacientes que fizeram tratamento com
hidroxiuréia também foram analisados os niveis de hemoglobina fetal antes (HbFa)
e apos (HbFd) o inicio do tratamento com hidroxiuréia. Sobre a padronizacdo dos
dados clinicos e laboratoriais coletados, foram consideradas as informacdes
disponiveis nos prontuarios dos pacientes, de acordo com os protocolos utilizados
nas instituicdes participantes HUPE/UERJ e IPPMG/UFRJ.

4.6 Determinacédo dos haplétipos de ancestralidade africana do gene da
globina g (HBB).

A determinacdo dos haplétipos foi realizada apés a amplificacdo por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) seguida de analise de restricdo Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP). O DNA gendmico foi extraido de amostras de sangue
periférico utilizando o kit de extracdo de DNA Biopur Mini Spin Plus (Mobius Life
Science, Pinhais, PR), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA extraido
foi armazenado a -70°C para posterior realizacéo da PCR.

As reacdes de PCR foram realizadas com um volume total de 25 pyL de amostra
contendo 150ng de DNA gendmico, 2X Taq Green PCR Master Mix, 25pM de cada
um dos primers forward e reverse (LGC BiosearchTechnologies, Novato, CA). A
amplificacdo por PCR foi realizada no termociclador de DNA (controlador térmico
programavel PTC; MJ Research, Watertown, MA). As condicbes de amplificacdo
foram desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 1 min, anelamento por 45 segundos a 52-60°C (de acordo com as instrucfes
do fabricante de cada par de primers) e extensao a 72°C por 1,5 min, com extenséo
final por 10 min a 72°C (Little et al., 1994). Para confirmacdo da amplificacdo, o
produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com

brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta para posterior analise de restricao.

O produto da PCR foi submetido a digestdo com enzimas endonucleases de
restricdo especificas de cada sitio polimorfico. Adicionou-se 10uL do produto
amplificado a 1yL de enzimas de restricdo (Thermo Scientific, Waltham, MA).
Incubou-se por 30 min a 37°C. Os fragmentos foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, corado combrometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

Os fragmentos separados foram identificados de acordo com seu peso molecular,
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usando um padrdo como marcador de tamanho a cada 50 pares de bases (MBI
Fermentas, Vilnius, Lituania). As regifes do gene HBB estudadas, a sequéncia dos
primers utilizados, a posi¢do das enzimas de restricdo e os tamanhos dos fragmentos
resultantes sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Regides, primers e fragmento obtidos em analise de restricdo Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)

Tamanho
Primer Sequéncia do Primer Sentido Posicdo Regiao do
Fragmento
HO 5 AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 3 — 33862 5'ye 650pb
H1 5 AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC — 34518
H2 5’AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 3 — 36203 ye 780pb
H3 5 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3’ — 35422
H3 5 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 3’ — 40358 yA 760pb
H4 5 TAAATGAGGAGCATGCACACAC 3’ — 41119
H5 5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3 — 46426 wp 701pb
H6 5 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3’ — 47126
H7 5 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3’ - 49476 3'yp 590pb
H8 5’ GGACCCTAACTGATATAACTA 3 — 50089

—: sense (5'—3’); anti-sense (3'—5’). *Localizagdo do nucleotideo da extremidade 5’ do primer
no cluster no cromossomo 11 (NCBI — Gl: 455025)

Para determinacdo dos haplétipos africanos tipicos foram analisados 4
sitios polimoficos: 5’yGXmn I, yG-Hindlll, yA-Hind I, wB-Hinc 1l e 3'wB-Hinc
Il (Figura 11) (Sutton; Bouhassira; Nagel,1989). Cada amostra foi pontuada
guanto a presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restricdo nas regides
polimorficas do cluster B-globina. Utilizou-se uma amostra de individuo
heterozigoto para cada sitio polimérfico como controle. De acordo com o perfil
de restricdo foram identificados os haplétipos Republica Centro-Africana
(CAR), Benin (BEN), Senegal (SEN) e Camarbes (CAM), e os haplétipos
menos comuns foram classificados como haplétipos atipicos (ATP) (Tabela
3) (Powars, 1991; Rahimi; Karimi; Haghshenass et al, 2003).
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Figura 11 — Representacdo dos sitios polimérficos do gene HBB da hemoglobina no
cromossomo 11.
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As setas indicam as regifes dos sitios poliméficos do cluster p-globina utiizados para
identificacao dos haplotipos. Fonte: Adaptado de Galiza Neto, G. C. et al, 2005.

Tabela 3: Perfis de restricdo nas regides polimérficas do cluster B-globina
dos haplétipos de ancestralidade africana

Haplotipo Xmn | Hind Il Hind Il Hinc Il Hinc Il
5'yC y© YA WP 3'wp
CAR - + - - -
Benin - - - - +
Senegal + + - + +
Camardes - + + - +

De acordo com o perfil de auséncia (-) ou presenca (+) dos fragmentos de restricdo especificos
foram identificados os haplétipos de ancestralidade africana Republica Centro-Africana (CAR),
Benin (BEN), Senegal (SEN) e Camardes (CAM) Adaptado de Serjeant, Vichinsky, 2018)

4.7 Anélises Estatisticas:

Os individuos foram classificados para cada alelo do gene da hemoglobina
guanto a presenca dos seguintes haplotipos: CAR, CAR atipico (CARatp), Benin
(BEN), Benin atipico (BENatp), Senegal (SEN), Senegal atipico (SENatp), Camardes
(CAM), Camardes atipico (CAMatp) ou somente Atipico quando o haplétipo analisado
nao correspondeu a nenhum dos padrbes de ancestralidade africana. Os individuos
foram agrupados também de acordo com a homozigose do haplétipo CAR ou
heterozigose do haplotipo CAR. Os dados dos pacientes foram analisados em 2 tipos
de avaliag6es do haplétipo CAR:

| — Homozigose do haplétipo CAR: ao classificar os pacientes em homozigotos

CAR e nédo homozigotos CAR
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Il — Categorizacdo do Haplétipo CAR: ao classificar os pacientes em homozigoto
CAR (CAR/CAR), heterozigoto CAR (CAR/outro haplétipo) e ndo CAR (outro
haplotipo/outro haplotipo).

As andlises estatisticas foram executadas com o programa SPSS Statistics®14.0
(IBM Corporation, Somers, NY, Estados Unidos). Para a comparacéo entre medianas
das variaveis quantitativas foram utilizados testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis
e Mann-Whitney. Para comparacdo das frequéncias das variaveis categoricas entre
os pacientes com DF de acordo com o haploétipo foi utilizado o teste Qui-quadrado
(x2). Valores de p igual ou inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Foi realizada uma analise multivariada por regressao logistica binomial.
Devido a alta colinearidade entre as variaveis, optou-se por um modelo progressivo
utilizando a razdo de verossimilhanca para determinacdo do método parcimonioso.
Foi escolhido um modelo regressivo (backward stepwise) utilizando a razdo de
verossimilhanca para determinar o método parcimonioso. Variaveis com p-valor < 0,2
foram selecionadas para inicio da anélise multivariada. Os resultados foram expressos

como odds ratio (OR), com seus respectivos intervalos de confianga (IC) e p-valor.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil dos pacientes

A amostra apresentou uma frequéncia maior do sexo feminino (53%), em sua
maioria adultos e portadores de anemia falciforme (HbSS), outras doencas
falciformes corresponderam a 18, 6% dos pacientes deste estudo. A idade dos
pacientes foi 5-79 anos, com mediana da idade de 21 anos. O perfil geral dos

pacientes esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Perfil dos pacientes com doenca falciforme

Sexo Faixa Etaria Fenotipo
Total n (%) n (%) n (%)
F M 0-17 18-79 HbSS HBSX*
102
54 (53) 48 (47) 34 (33,3) 68(66,7) 83 (81,4) 19 (18,6)

*HbSX: Pacientes com outras doencgas falciformes (HbSB*, HbSC, HbSD)

5.2 Perfil geral de haplétipos:

Ao analisar os haplétipos, verificou-se a presenca dos principais haplétipos
tipicos africanos (CAR, Benin, Senegal, Camardes). Houve a presenca de variacdes
atipicas de haplétipos africanos, assim como a presenca de outros haplétipos nao
africanos que foram classificados como atipico (Figura 12). Observou-se uma
distribuicdo de diferentes padrées de haplétipos entre os casos analisados, onde 0s
padrées mais frequentes foram CAR/Atipico (17%), Atipico (16,7%), CAR
homozigoto (15,4) e Benin/Atipico (14,8%). Em seguida o padrdo CAR/Benin foi
encontrado em 10,3% dos casos e 6,4% dos casos apresentaram padrao
CAR/CARatipico. Os padrées com menor frequéncia foram CAR/Camardes (4,8%),
CAR/Senegal (3,9%), Benin/Benin  (2,9%), Benin/Camarbes (0,6%),
Senegal/Caratipico (0,3%) e Camardes/Camarodes (0,3%).

De maneira geral, observou-se que o haplétipo CAR foi o mais frequente, sendo
que 21,8% dos casos apresentaram a sua forma homozigota, incluindo CAR/CAR
atipico, e corresponde a maior frequéncia encontrada para um haplétipo em nossa
coorte. Para avaliar a influéncia do alelo do haplétipo CAR, os casos foram
classificados quanto a presenca deste haplotipo, em homozigose ou heterozigose.
Observou-se a presenca do haplétipo CAR, em pelo menos um dos alelos, em
85,3% dos casos (Figura 13).



Figura 12 — Percentual de haplétipos de ancestralidade africana.
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Perfil das amostras de acordo com a presenca dos haplétipos CAR, Benin, Senegal e
Camardes. As amostras que ndo apresentaram os hapl6tipos tipicos de origem africana
foram classificadas como Atipico.

Figura 13 — Percentual de amostras de acordo com a presenca do haplétipo
CAR.
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Os casos foram classificados quanto a presenca de alelos com haplétipo CAR em
homozigose ou heterozigose.

5.3 Influéncia do haplétipo CAR sobre os eventos clinicos da doenca
falciforme
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5.3.1 Avaliagdo da homozigose do haplétipo CAR sobre os eventos clinicos

da doenca falciforme:
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Ao comparar os pacientes homozigotos para CAR com os demais pacientes
com doenca falciforme, foram significativamente mais frequentes nos pacientes
homozigotos para CAR: a necessidade de ao menos uma transfuséo de concentrado
de hemacias CAR/CAR (21/36, 58,3%, p=0,039) vs. outros perfis de haplétipos (24/66,
36,4%), tratamento com hidroxiuréia CAR/CAR (29/36, 81%, p=0,01) vs. outros perfis
de haplétipos (36/66, 54,5%) e STA CAR/CAR (22/36, 61,1%, p=0,012) vs. outros
perfis de haplotipos (22/66, 33,3%). Para os eventos internagfes hospitalares,
infec¢des bacterianas, colelitiase e colecistite ou coledocolitiase, sequestro esplénico,
AVE, crise aplastica, infec¢des virais, Ulcera de perna e Obito as ocorréncias foram

similares entre homozigotos CAR ou outros perfis de haplétipos. (Figura 14, Anexo A).

Figura 14 - Percentual de pacientes com doenga falciforme e os eventos clinicos de
acordo com o haplétipo CAR em homozigose.
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Os pacientes foram classificados pela homozigose do haplétipo CAR em Homozigoto CAR ou
Heterozigoto/outros haplétipos (inclui os pacientes heterozigotos CAR). Entre os pacientes
homozigotos CAR houve maior percentual de transfusdo de concentrado de heméacias, uso de
hidroxiuréia e sindrome toracica aguda. *p< 0,05

5.3.2 Avaliacéo da influéncia da quantidade de alelos CAR (homozigoto — 2
alelos, heterozigoto — 1 alelo ou auséncia de CAR) sobre 0s eventos

clinicos da doenca falciforme.

Nesta andlise os pacientes com doenca falciforme foram classificados em CAR
homozigoto (CAR/CAR), CAR heterozigoto (CAR/outro haplétipo) ou Nao CAR (outro
haplotipo/outro haplotipo).

Sobre o0 uso de HU, a andlise estatistica comparativa das frequéncias
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demonstrou que houve significativamente maior percentual do uso de HU entre os
pacientes CAR/CAR (29/36, 80,6%, p=0,013) vs. CAR heterozigoto (25/50, 50,0%) vs.
Ndo CAR (11/16, 68,8%).

Em relacéo a transfusdes de concentrado de hemacias houve significativamente
maior percentual de transfusfes entre os pacientes CAR/CAR (28/51, 54,9%, p=0,05)
vs. CAR heterozigoto (12/31, 38,7%) vs. Nao CAR (5/20, 25%).

Para internacdes hospitalares observou-se significativamente maior percentual
de transfusdes entre os pacientes Nao CAR (14/16, 87,5% p=0,032) vs. CAR/CAR
(27/36, 75%) vs. CAR heterozigoto (28/51, 56%).

Sobre STA observou-se que o percentual de casos de STA foi crescente a
medida em que havia 1 ou 2 alelos do haplétipo CAR, onde o percentual de STA foi
significativamente maior entre os pacientes CAR/CAR (14/36, 61,1%, p=0,025) vs.
CAR heterozigoto (17/50, 34%) vs. Ndo CAR (5/16, 31,3%) (Figura 15, Apéndice A).

Os dados das analises realizadas ao selecionar apenas os casos de anemia

falciforme (HbSS) estdo demonstrados no Anexo B.

Figura 15 — Percentual de pacientes com doenca falciforme que apresentaram os eventos
clinicos de acordo a presenca do alelo do haplétipo CAR.
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Os pacientes foram classificados pela presenca do alelo do haplétipo CAR em ausente (Ndo CAR),
Heterozigoto CAR ou Homozigoto CAR. Entre os pacientes com 2 alelos CAR houve maior
percentual de transfusdo de concentrado de hemacias, uso de hidroxiuréia e sindrome toracica
aguda. *p< 0,05
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5.4 Influéncia do haplétipo CAR sobre os parametros laboratoriais em
doenca falciforme.

Nesta analise foram comparadas as medianas dos niveis laboratoriais dos
pacientes classificados em CAR homozigoto (CAR/CAR), CAR heterozigoto
(CAR/outro haplétipo) ou Nao CAR (outro haplotipo/outro haplétipo) (Tabela 5).
Observou-se nos pacientes CAR/CAR contagens menores em medianas de hemacias
(2,29.108/mm3, IC= 2,13 - 2,39. 10%mm3, p = 0,00) vs. CAR heterozigoto
(2,6810%/mm3, IC= 2,81 — 3,34. 105/mm?) vs. Ndo CAR (2,49.108/mm3, IC= 2,28 — 3,1.
108/mm?3); niveis menores de hematdécrito CAR/CAR (21%, IC=19,9-22,0%, p = 0,00)
vs. CAR heterozigoto (24%, IC = 23,3-27,3%) vs. Nao CAR (21%, IC= 20,1-25,8%) e
hemoglobina CAR/CAR (7,0g/dL, IC = 6,9-7,6 g/dL, p = 0,00) vs. CAR heterozigoto
(8,4 g/dL, IC = 8,2-9,3 g/dL) vs. Ndo CAR (7,4 g/dL, IC = 7,0-8,9 g/dL) (Figura 16).

Ao comparar os pacientes CAR homozigotos e heterozigotos, observou-se nos
pacientes CAR homozigotos niveis mais altos de Volume Globular Médio CAR/CAR
(88fL, IC = 86,7-92,9fL, p=0,006) vs. CAR heterozigoto (83fL, IC = 82,1-87,1fL) vs.
Nao CAR (91fL, IC=81,7-94,8fL), Hemoglobina Globular Média CAR/CAR (35,5pg, IC
= 33,2-36,1pg, p=0,000), vs. CAR heterozigoto (29pg, IC = 28,5-31,7pg) vs. Ndo CAR
(31,8pg, IC= 30-35pQ); concentracdo de Hemoglobina Globular Média (35g/dL, IC =
34,1-35,5g/dL, p=0,004) vs. CAR heterozigoto (33,8g/dL, IC = 33,2-34,3g/dL) vs. N&o
CAR (34,2g/dL, IC = 33,1-34,8g/dL) e Reticulécitos CAR/CAR (5,3%,IC = 4,6-6,6%,
p=0,039) vs. CAR heterozigoto (3,8%,IC = 3,6-5,2%) vs. Nado CAR (2,9%,IC = 2,3-
4,6%) (Figura 17).

Adicionalmente, os individuos CAR homozigotos apresentaram niveis mais altos
de Ferro CAR/CAR (139mg/dL, IC = 125-164mg/dL, p=0,001) vs. CAR heterozigoto
(113mg/dL, IC = 102-126mg/dL) vs. Ndo CAR (86mg/dL, IC = 76-122mg/dL); indice
de Saturacdo de Transferrina CAR/CAR (50%, IC = 45-59%, p=0,006), vs. CAR
heterozigoto (39,5%, IC = 36-44%) vs. Nao CAR (34,2%, IC = 28-45%); Lactato
Desidrogenase CAR/CAR (1249U/L, IC = 1090-1571UI/L, p=0,047) vs. CAR
heterozigoto (945 UI/L, IC =869-1251UI/L) vs. Nado CAR (855UI/L, IC = 585-1065UI/L)
(Figura 18); Bilirrubina Total CAR/CAR (2,8mg/dL, IC = 2,7-4,2mg/dL p=0,04) vs. CAR
heterozigoto (1,8mg/dL, IC = 2,0-2,9mg/dL ) vs. Nao CAR (1,6 mg/dL, IC = 1,4-
2,4mg/dL; Bilirrubina Direta CAR/CAR (0,52mg/dL, IC = 0,51-0,76mg/dL p=0,02) vs.
CAR heterozigoto (0,43mg/dL, IC = 0,43-0,54mg/dL ) vs. Ndo CAR (0,46mg/dL, IC =
0,32-0,64mg/dL); Bilirrubina Indireta CAR/CAR (2,26mg/dL, IC = 2,1-3,5mg/dL
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p=0,032) vs. CAR heterozigoto (1,9g/dL, IC = 1,5-2,3mg/dL ) vs. Ndo CAR (1,0mg/dL,
IC =0,89-1,92mg/dL) (Figura 19); Aspartato Aminotransferase CAR/CAR (46U/L, IC =
45,5-60,5U/L, p=0,008) vs. CAR heterozigoto (36U/L, IC = 36,1-47,5U/L ) vs. Ndo CAR
(42U/L, IC = 29,5-69,4U/L); Alanina Aminotransferase CAR/CAR (19U/L, IC = 17,4-
25,7U/L, p=0,039) vs. CAR heterozigoto (13U/L, IC = 14,3-19,5U/L ) vs. Nao CAR
(19,5UI/L, IC = 2,0-63,1U/L) (Figura 20).

Observou-se em geral niveis altos de Ferritina, porém os maiores niveis foram
observados em pacientes N&do CAR (439 pg/L, IC = 148-1275ug/L, p=0,013) vs. CAR
homozigotos (244ug/L, IC =243,7-492,4 pg/L p=0,046) vs. CAR heterozigotos (140 ug/L, IC
= 173-355 pg/L, p=0,013) vs. (Figura 18).

Também se observou niveis de Hemoglobina Fetal basal mais baixos nos
pacientes CAR/CAR (4%, IC =3,8-5,8%, p=0,012) vs. CAR heterozigotos (3,1%, IC =
3,2-6,2%) vs. Nao CAR (6,9%%, IC = 4,97-11,1%) (Figura 16).

Os niveis de leucdcitos nos pacientes CAR homozigotos (12,5 x103células/mm3,
IC = 13,1-18,7x103células/mm?, p=0,03) e CAR heterozigotos (11,8 x103células/mm?3,
IC = 11,0-13,0x10%células/mm?, p=0,049) foram maiores quando comparados aos
pacientes sem o haplétipo CAR (10,6 x103células/mm3, IC = 8,8-12,8x103células/mm?)
Para os parametros Hemoglobina S, granulécitos, plaquetas, capacidade de ligacéo
de Ferro latente, capacidade de ligacdo de Ferro total e uréia, ndo observou-se
diferencas estatisticamente significativas entre os pacientes de acordo com o perfil do
haplétipo CAR (Tabela 5).



Tabela 5: ParAmetros Laboratoriais de Pacientes com Doenca Falciforme de acordo com o perfil do haplétipo CAR
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Hemacias
(x108/mm?)
Hematocritos
(%)
Hemoglobina
total (g/dL)

Volume Globular
Médio (fL)
Hemoglobina
Globular Média
(p9)
Concentracéo de
Hemoglobina
Globular Média
(9/dL)
Hemoglobina
Fetal basal (%)
Hemoglobina S
(%)
Reticuldcitos (%)
Leucécitos
(x10%3/mm?)
Granuldcitos
Absolutos
(x108/mm?)
Granuldcitos (%)

Nao IC Heterozigoto IC Homozigoto IC
CAR (0) CAR (1) CAR (2)
2,49 2,284 3,135 2,685 2,81 3,34 2,285 2,131 2,393
21,5 20,775 25,813 24,1 23,362 27,377 21 19,981 22,098
7,35 7,006 8,856 8,4 8,255 9,357 7,000 6,941 7,599
91 81,74 94,88 83 82,06 87,08 88 86,88 92,93
31,8 30,01 35,83 29 28,52 31,71 35,5 33,21 36,11
34,2 33,16 34,79 33,8 33,28 34,29 35 34,09 35,53
6,9 4,967 11,073 3,1 3,166 6,296 4 3,819 5,833
85,45 77,433 89,107 90,8 79,852 89,767 86,5 81,838 86,9
2,875 2,361 4,699 3,8 3,597 5,219 53 4,562 6,633
10,65 8,819 12,826 11,8 11,079 13,008 12,5 13,141 18,744
4.6 3,76 6,262 5,43 4,788 6,092 4.9 4,896 7,228
52,5 46,29 57,71 51 48,2 55,25 55,2 50,49 59,19

01

0,101

0,133

0,081

0,148

0,038

0,454
0,012

0,7
0,262

0,304

0,177
0,825

p-valor
Analise Estatistica Univariada

0/2

0,058

0,124

0,3

0,957

0,331

0,059
0,071

0,803
0,019

0,03

0,374
0,359

1/2

0,000

0,000

0,000

0,006

0,000

0,004
0,093

0,115
0,039

0,049

0,811
0,173



Tabela 5 — Continiuacao
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Plaquetas

(x108/mm?) 354,5
Ferro (mg/dL)) 86
Ferritina (ug/L) 438,6

Capacidade de

Ligacao de Ferro

Latente (ug/dL)) 182
Capacidade de

Ligacdo de Ferro

Total (ug/dL) 294
Indice de

Saturacao de

Transferrina (%) 34,29
Ureia (mg/dL) 19
Bilirrubina Total

(mg/dL) 1,67
Bilirrubina Direta

(mg/dL) 0,465
Bilirrubina

Indireta (mg/dL) 1,02
Aspartato
Aminotransferase

(U/L) 42
Alanina

Aminotransferase

(U/L) 19,5
Lactato

Desidrogenase

(U/L) 855,5

287,37

76,27

147,952

154,09

255,59

28,508

14,733

1,369

0,323

0,895

29,57

2,01

585,58

430,73 408
122,01 113
1275,476 140
222,97 204
321,25 298

45,236 39,5
23,113 19,5

2,406 1,805

0,648 0,435

1,92 1,195
69,43 36
63,11 13

1065,99 945

344,13

102,51

173,586

168,09

272,49

36,153

17,854

2,047

0,433

1,533

36,14

14,32

868,73

458,45

126,41

355,528

206,23

318,16

44,075

21,771

2,919

0,541

2,346

47,5

19,48

1251,89

399

139

2442

192

298

50

17

2,765

0,525

2,26

46

19

1248,5

365,38

125,53

243,656

147,2

280,37

45,306

15,781

2,659

0,514

2,055

45,54

17,48

1090,25

458,96

164,18

492,413

190,58

324,86

59,054

20,252

4,2

0,764

3,522

60,58

25,68

1571,68

0,239

0,188

0,013

0,857

0,842

0,282

0,791

0,262

0,51

0,223

0,554

0,074

0,241

0,173

0,008

0,181

0,411

0,533

0,006

0,633

0,007

0,054

0,008

0,162

0,713

0,014

0,791

0,010

0,046

0,335

0,783

0,006

0,225

0,04

0,02

0,032

0,008

0,039

0,047
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Figura 16 - Parametros Laboratoriais: Hemoglobina Fetal, Heméacias, Hematdcritos e
Hemoglobina Total em pacientes com doenca falciforme com haplétipo CAR.
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Os pacientes classificados pela presenca do haplétipo CAR em ausente (Ndo CAR), Heterozigoto CAR
ou Homozigoto CAR. A andlise estatistica comparativa das medianas demonstrou niveis maiores
desses parametros nos pacientes com haplétipo CAR. *p< 0,05.



82

Figura 17- Parametros Laboratoriais: Volume Globular Médio, Hemoglobina Globular Média,
Concentracao de Hemoglobina Globular Média e Reticulécitos em pacientes com doenca falciforme
com haplétipo CAR.
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Os pacientes classificados pela presenca do haplétipo CAR em ausente (Ndo CAR), Heterozigoto CAR ou
Homozigoto CAR. A andlise estatistica comparativa das medianas demonstrou niveis maiores desses
parametros nos homozigotos CAR. *p< 0,05.
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Figura 18 — Parametros Laboratoriais: Ferro, indice de Saturagdo de Transferrina, Ferritina e
Lactato Desidrogenase em pacientes com doenca falciforme com haplotipo CAR.
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Os pacientes classificados pela presenca do haplétipo CAR em ausente (Ndo CAR), Heterozigoto CAR ou
Homozigoto CAR. A andlise estatistica comparativa das medianas demonstrou niveis maiores dos
parametros Ferro, indice de Saturacdo de Transferrina e Lactato Desidrogenase e niveis menores de
Ferritina nos pacientes homozigotos CAR. *p< 0,05
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Figura 19 - Pardmetros Laboratoriais: Bilirrubina Total, Bilirrubina Direta e Bilirrubina Indireta
em pacientes com doenca falciforme com haplétipo CAR.
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Os pacientes foram classificados pela presenca do haplétipo CAR em ausente (Ndo CAR), Heterozigoto
CAR ou Homozigoto CAR. A andlise estatistica comparativa das medianas demonstrou niveis maiores
desses parametros nos pacientes homozigotos CAR. *p<0,05.
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Figura 20 - Parametros Laboratoriais: Alanina Aminotransferase e Aspartato Aminotransferase
em pacientes com doenca falciforme com haplétipo CAR.
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Os pacientes foram classificados pela presenc¢a do haplétipo CAR em ausente (Ndo CAR), Heterozigoto
CAR ou Homozigoto CAR. A analise estatistica comparativa das medianas demonstrou niveis maiores
desses parametros nos pacientes homozigotos CAR. *p<0,05.

5.5 Influéncia do haplétipo CAR sobre o tratamento com Hidroxiuréia.

Para avaliar a influéncia do haplétipo CAR sobre o tratamento com hidroxiuréia os
pacientes foram classificados em CAR homozigoto (CAR/CAR), CAR heterozigoto
(CAR/outro haplétipo) ou Nao CAR (outro haplétipo/outro haplétipo) (Tabela 6) e foram
comparadas as medianas dos niveis de hemoglobina fetal antes (HbFa) e apés (HbFd) o
tratamento com hidroxiuréia. Observou-se que os niveis de HbFa nos pacientes CAR
homozigotos (3,9%) e hererozigotos (3,5%) foram mais baixos do que nos pacientes Nao
CAR (9,5%) (p=0,024). Além disso, ao serem tratados, pacientes CAR mantiveram niveis
mais baixos, tanto homozigotos (16,5%) quanto os heterozigotos (9,35%) quando
comparados aos pacientes Ndo CAR. Observou-se o0s niveis maximos de HbF
alcangados pelo tratamento com hidroxiuréia foi maior nos pacientes Nao CAR (20%)
(p=0,022) (Figura 21).
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Tabela 6: Niveis de hemoglobina fetal dos pacientes com doenca falciforme de acordo
com o perfil do haplétipo CAR antes e ap06s o tratamento com Hidroxiuréia.

HbF antes HU (%) HbF ap6s HU (%)
Ndo CAR (IC) 9,55 (5,3-11,7) 20,05 (12,9-25,1)
Heterozigotos CAR(IC) 3,5(3,1-6,4) 9,35 (6,4-13,4)
Homozigotos CAR(IC) 3,95 (3,6-5,8) 16,5 (12,3-18,4)
Analise Univariada Ovs. 1 Ovs.2 1vs.2 Ovs.1 Ovs.2 1vs.2
p-valor 0,028* 0,024* 0,58 0,022* 0,194 0,022*

Andlise estatisticas: 0 = Nao CAR, 1 = CAR heterozigoto, 2= CAR homozigoto. p-valor*s< 0,05

Figura 21 - Niveis de Hemoglobina Fetal de pacientes com doenca falciforme antes e apds o
tratamento com Hidroxiuréia.
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A andlise estatistica comparativa das medianas demonstrou niveis menores de Hemoglobina fetal em
pacientes que possuem o haplétipo CAR antes e apds o tratamento com Hidroxiuréia e que os maiores
niveis de HbF alcancados pelo tratamento com hidroxiuréia foi maior nos pacientes Nao CAR *p< 0,05
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5.6 Analises Multivariadas

5.6.1 Analise multivariada para verificar quais eventos se associaram de forma
independente com a presenca do haplétipo CAR em pacientes com doencga
falciforme ou com anemia falciforme

Foram incluidas no modelo as variaveis categéricas: transfusdo de
concentrado de hemé&cias, uso de hidroxiuréia e sindrome toracica aguda (STA);
e 0s parametros laboratoriais: hemoglobina total (Hb), hemoglobina fetal (HbF),
hemécias (Hm), hematdcrito (HT), volume globular médio (VGM), hemoglobina
globular média (HGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM),
percentual de reticuldcitos (Ret), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD),
bilirrubina indireta (BI) e aspartato aminotransferase (AST) (Apéndice A). Apés a
regressao logistica as varaveis estatisticamente significativas foram Hm e STA,
onde observou-se aumento do risco de STA em pacientes homozigotos CAR em
comparacao aos demais pacientes heterozigotos CAR ou com outros haplétipos
(Tabela 7).

Tabela 7: Andlise Multivariada — Regressao Logistica Binomial

ANALISE MULTIVARIADA

95% C.I
OR Inferior Superior p-valor
Doenca Falciforme
Contagem de hemacias 0,169 0,062 0,480 0,001
Sindrome Toréacica Aguda 2,996 1,171 7,666 0,02
Constante 29,124 0,007
Anemia Falciforme
Contagem de hemacias 0,224 0,074 0,677 0,008
Sindrome Tor4cica Aguda 3,094 1,186 8,068 0,02
Constante 16,337 0,038

Analise multivariada com a associacdo das variaveis Sindrome Toracica Aguda e contagem de
hemé&cias com o haplétipo CAR. Varidveis com p-valor < 0,2 foram selecionadas para inicio da
andlise multivariada. Resultados expressos como odds ratio (OR), com seus respectivos intervalos
de confianga (IC) e p-valor.
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5.6.2 Analise multivariada para determinar fatores progndésticos independentes
para a ocorréncia de Sindrome Toracica Aguda em pacientes com doenca

falciforme

Para investigar o impacto do genétipo CAR homozigético na ocorréncia de STA e
a potencial influéncia de outros fatores progndsticos, realizamos duas analises
subsequentes. A andlise univariada mostrou que os pacientes com doenca falciforme e
STA eram em sua maioria do sexo masculino (59,1%) em comparacdo aos pacientes
sem STA (37,9%), p=0,04. Como esperado, a maioria dos pacientes com STA utilizou
tratamento com hidroxiuréia (84,1%) versus 48,3% dos pacientes sem STA, p=0,0001.
Além disso, os pacientes com ocorréncia de STA apresentaram VGM significativamente
maior (94fL, IC: 66-126fL) do que casos sem STA (89fL, IC:64-131fL). Finalmente, a
maioria dos pacientes com STA apresentava haplotipo CAR homozigético (61,1%) em
comparacao com 38,9% nos sem STA, p=0,017 (Tabela 8).

Posteriormente, foi realizada regressao logistica binomial (backward stepwise),
incluindo variaveis com p<0,2 na comparacao entre STA vs. ndo-STA: sexo, idade, VGM,
leucécitos, contagem de plaquetas, HbF, reticulécitos, a-talassemia e o haplétipo CAR.
No modelo final, apenas duas variaveis foram fatores prognésticos independentes para
STA em pacientes com doenca falciforme: sexo (OR: 2,88, IC: 1,16-7,13, p=0,02) e 0
haplétipo CAR homozigético (OR: 3,11, IC :1,16 — 8,32, p=0,02) (Tabela 8). Ou seja,
pacientes com doenca falciforme CAR homozigotos tiveram 3 vezes mais chances de
apresentar STA.
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Tabela 8: Analises univariada e multivariada de fatores progndsticos para
Sindrome Torécica Aguda em pacientes com Doenca Falciforme (n=102).

DOENCA
FALCIFORME
a- Talassemia
(%)

Sexo

Feminino
Masculino

Idade (mediana)
HbF (mediana)

Uso de
Hidroxiuréia
Leucodcitos

Hb
CHCM

VGM
VGM*
*Miicrocitose

*Normocitose
*Macrocitose
CAR homozigoto

Analise Univariada

N&o STA
(%)

20,5

62,1
37,9

29 (5-79)
3,8 (0,3 -
27,5)
48,3

12.10° (4-
28. 10%)

7,7 (4,8-
12,9)
33,8 (28,4-
38)

89 (64-131)

20,7%

55,2%
24,1%
72,9

STA (%)

22,4

40,9
59,1

22 (9-50)
3,5(1—
15,5)
84,1

12,3.10°
(16,8-
37,5.10%)
7,76 (5,3-
12,4)
34,5 (30-38)

94 (66-126

6,8%

54,5%
38,6%
90,9

p-valor

0,42

0,045

0,10
0,9

0,0001

0,489

0,256
0,074
0,031

0,082

0,017

Analise Multivariada

OR 95% IC p-valor
2,875 1,159- 0,023
7,128
3,109 1,162 - 0,024
8,317

Andlise multivariada com a contribuicdo do sexo masculino e haplétipo CAR homozigoto para
o risco de Sindrome Toracica Aguda. Variaveis com p-valor < 0,2 foram selecionadas para
inicio da andlise multivariada. Os resultados expressos como odds ratio (OR), com seus

respectivos intervalos de confiancga (IC) e p-valor
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os parametros clinicos e laboratoriais de pacientes com
doenca falciforme de acordo com os haplétipos do gene HBB da hemoglobina, com
énfase no haplotipo de ancestralidade africana frequente em nossa coorte, o haplétipo
CAR. Entre as caracteristicas observadas destacamos o maior risco de sindrome toréacica
aguda nos pacientes do sexo masculino CAR homozigotos.

Entre os pacientes com DF houve maior frequéncia do sexo feminino, o que
corrobora os dados mais recentes sobre a doenca falciforme no Brasil (Mota FM, et al.
2022; Ministério da Saude, 2023). Ao avaliarmos o perfil de haplétipos de hemoglobina
em DF, verificamos a presenca de todos o haplétipos tipicos africanos, o que esta de
acordo com a origem étnica da populacédo brasileira, com forte presenca da diaspora
africana no Brasil a partir de diferentes regiées do continente (Oliveira et al, Alves AC, et
al, 2020; Adorno EV, et al. 2008; Fleury MK, 2007). Porém, a distribuicdo dos haplétipos
encontrados inclui uma presenca relevante de haplétipos atipicos, diferentes dos cinco
padrdes de haplétipos observados mundialmente (Powars DR. 1991; C. Lapouméroulie,
etal., 1992, Nagel RL, Steinberg MH. 2001). Isto provavelmente se deve a miscigenacao
presente na populacédo e também é consistente com a hipétese de haplétipos gerados
por recombinacdo, conversao ou substituicbes pontuais em haplétipos comuns pré-
existentes (Carneiro-Proietti ABF et al, 2018; Cardoso GL, Guerreiro JF (2006); Okumura
JV, Lobo CL de C, Bonini-Domingos CR, 2013; Auricchio MT. Vicente JP. Meyer D.
Mingroni-Netto RC, 2007, Zago. M.A. et al, 2000).

Como nossa coorte é proveniente da populacdo do Rio de Janeiro, observou-se
maior frequéncia do haplotipo CAR em detrimento dos outros haplétipos tipicos africanos,
0 que ja foi descrito em estudos anteriores (Klein, H.S.1999; Klein, H.S.2002.; Fleury MK,
2007 De Mello Auricchio MT et al., 2007). Devido a baixa frequéncia de alguns haplétipos
em nossa coorte, ndo foi possivel neste trabalho avaliar os impactos especificos de cada
um dos cinco haplétipos de origem africana. Entretanto, o predominio de CAR nos
possibilitou conduzir o estudo para a investigacdo do impacto prognéstico do haplotipo
CAR em DF, uma vez que ha na literatura dados conflitantes sobre seu papel progndstico.
Os autores Powars D.R. (1991), Steinberg M.H. (1997), Bakanay S.M. (2005), Bean C.J.
(2013), Steinberg MH., 2020) mostram a associa¢éo do haplétipo CAR com a diminuigéo
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do percentual de hemoglobina fetal, o0 que favoreceria eventos mais graves nesta
subpopulacao, entretanto os autores Hatzlhofer B. L. D. (2021), Elizabeth S. Klings E. S,
Steinberg M.H. (2022), Rees D.C. (2022) reportam que ha controvérsias na associa¢cao
da frequéncia de eventos graves neste pacientes com os haplotipos.

No presente estudo, os pacientes com DF CAR homozigotos apresentaram uma

anemia mais intensa, que se refletiu em niveis significativamente menores de Hm, Ht e
Hb total comparados a pacientes com outros haplétipos, tanto antes quanto durante o
tratamento com hidroxiuréia. Outros estudos, ao avaliarem os dados laboratoriais de
pacientes com anemia falciforme, identificaram maior frequéncia do perfii CAR
homozigoto entre os pacientes com menores niveis de Hm, Ht e Hb e pior resposta ao
tratamento com hidroxiuréia (Bakanay et al., 2005; Santiago RP et al., 2017). Nossos
pacientes CAR homozigotos também apresentaram niveis mais altos de VGM e HGM do
gue outros haplotipos, similarmente aos estudos de Bakanay et al. (2005) e Santiago RP
e et al. (2017).
Além destes, Donaldson et al. (2001) observaram uma correlacéo linear positiva dos
niveis de HbF com Hb e Ht, assim como o0s niveis mais baixos de Hb e Ht correspondem
a niveis menores de HbF nos pacientes CAR homozigotos em nosso estudo. Porém,
contrariamente ao estudo de Donaldson et al (2001) nossos dados mostraram niveis
maiores VGM e HGM nos pacientes com niveis de HbF mais baixos.

A tendéncia de contagens mais baixas de hemécias nos pacientes CAR
homozigotos coincide com um percentual maior de reticulécitos. Conforme discutido por
Serjeant, G.R. (2017), o aumento do percentual de reticuldcitos sinaliza a recuperacao
da eritropoiese, 0 que pode ser provocado por uma crise hemolitica anterior. Assim, 0
aumento de reticuldcitos observado nos pacientes com haplotipo CAR € um indicativo de
hemdlise mais frequente. Isto aconteceu de forma semelhante em um estudo anterior no
qual houve baixa contagem de hemacias, com aumento do VGM e dos niveis de
reticulocitos em pacientes com anemia falciforme (Maude GH, Hayes RJ, Serjeant GR,
1987).

Os individuos CAR homozigotos deste estudo apresentaram niveis mais altos de ferro
sérico, assim como aumento do indice de saturagdo de transferrina, o que era esperado

ao considerar o aumento dos episoddios hemoliticos (Grotto, HZW, 2008). Isto pode
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ocorrer com 0 aumento da absorcao gastrointestinal de ferro devido a hemolise associada
a doenca falciforme (Erlandson ME et al., 1962; Warade JP et al 2013) ou a maior
frequéncia com que os pacientes CAR s&o submetidos a hemotransfusées. Embora a
deficiéncia de ferro também ocorra na doenca falciforme, transfusdes de concentrado de
hemacias podem gerar sobrecarga de ferro, (O’'Brien RT. 1978; Oluboyede AO et al.,
1983; Hussein MA et al, 1978, Brownell A, Lowson S, Bronzovic M., 1986; O'Brien RT.,
1978; Rao KRP et al., 1984; K ing L, Reid M, Forrester TE.,2005; Akinsegun A Akinbami,
2013). Sabe-se que a maior parte do Ferro no organismo € associada hemoglobina e em
caso de intensa degradacdo de hemacias, como ocorre na hemolise, a reciclagem do Fe
representa a principal fonte de ferro para a eritropoiese, aumentando a saturacao da
transferrina em pacientes com sobrecarga de ferro (J. Chifman, R. Laubenbacher, S.V.
Torti, 2014).

Da mesma forma, em nosso estudo observamos maiores niveis de ferritina dos
pacientes com doenca falciforme em comparacéao aos valores de referéncia (Naoum, PC.,
Naoum, F.A., 2008). Porém, ao avaliarmos os niveis de ferritina de acordo com o
haplétipo CAR, observamos os niveis maiores de ferritina entre os pacientes que néo
apresentavam o haplétipo CAR. A ferritina sérica € considerada uma ferramenta
importante para avaliacdo do ferro em estado estacionario na doenca falciforme, devido
as alteracdes nos parametros convencionais como VGM, HGM, CHGM e hematdcritos
na doenca falciforme (Brownell A, Lowson S, Bronzovic M.,1986). O aumento na
concentragdo sérica de ferritina também foi observado em crises de pacientes com
doenca falciforme, em estudo no qual este marcador foi associado a eventos vaso-
oclusivos e dano tecidual, mas ndo a hemdlise. Como principal proteina de
armazenamento de ferro nos tecidos, o aumento da ferritina sérica € um indicativo
inflamagéo tecidual crénica. (Brownell A, Lowson S, Brozovi¢ M, 1986). Em outros
estudos, em pacientes com haplétipos SEN e Al, que se caracterizam por apresentarem
guadros mais leves que o haploétipo CAR, também foram observados niveis mais altos de
ferritina (Mohanty P, Jena RK, Sethy S., 2017; Diop S et al,1999).

Sobre os parametros que avaliam a funcéo hepatica, nossos dados de bilirrubina, AST
e ALT foram mais altos nos pacientes CAR homozigotos, embora tenham sido préximos

aos limites superiores dos valores de referéncia normais. Batista e colaboradores (2021)
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também observaram em pacientes com o haplétipo CAR homozigotos e heterozigotos
niveis significativamente mais altos de bilirrubina total, 0 que pode ser explicado por
niveis mais baixos de HbF e alto grau de hemdlise, contribuindo para niveis elevados de
bilirrubina. A correlacéo que encontramos com AST maior do que ALT nos pacientes CAR
homozigotos € consistente com a maior concentracdo de AST nas hemacias e sua
liberacdo durante a hemolise intravascular (Sonntag O. 1986; Kato GJ et al. 2006).

Nosso estudo revelou niveis bastante elevados de LDH entre os pacientes com
doenca falciforme, sendo significativamente maior em pacientes CAR homozigotos.
Conforme ja demonstrado por estudos anteriores, LDH €& um importante marcador
hemolitico e mesmo no estado estacionario da doencga tem associacao significativa com
a hemdlise intravascular crénica na doenca falciforme. (Ballas et al., 2006; Kato GJ et al.
2006). Adicionalmente, niveis séricos elevados LDH foram associados a baixos niveis de
hemoglobina e altos niveis de reticuldcitos e bilirrubina, assim como observamos entre
os pacientes CAR homozigotos deste estudo (Kato GJ et al. 2006).

A contagem de leucécitos foi mais elevada do que os valores de referéncia para a
idade nos pacientes com doenca falciforme como um todo, porém foram
significativamente maiores nos pacientes CAR homozigotos comparados aos demais.
Sabe-se que os leucécitos contribuem para o processo da inflamacdo na doenca
falciforme, e a contagem de neutréfilos aumenta de acordo com a gravidade dos eventos
clinicos (Okpala I. Blood Rev. 2004). Além disso, a leucocitose foi sugerida como um
fator de risco para acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda e esta
significativamente associada ao desenvolvimento de nefropatia falciforme. (Ohene-
Frempong K, et al.,1998.; Castro O, et al. 1994, Alkindi S et al.,2020). No presente
estudo, o aumento de leucécitos nos pacientes CAR homozigotos € consistente com
estas observacdes que relacionam contagens elevadas de leucdécitos a maior gravidade
da doenca falciforme.

Neste trabalho, observamos niveis de Hemoglobina Fetal basal mais baixos nos
pacientes CAR homozigotos e CAR heterozigotos, quando comparados aos pacientes
sem o haplotipo CAR. Esta caracteristica foi investigada em trabalhos anteriores e seus
efeitos relacionados a gravidade clinica da doenca falciforme tem sido descritos e

também questionados ao longo dos anos. (Powars, 1989; Bakanay SM,2005, Steinberg
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MH et al., 2014; Chamouine A et al., 2020. Steinberg MH, 2020, Hatzlhofer BLD et al.
2021). Apesar do conhecimento de cada haplotipo estar associado a niveis médios
diferentes de HbF, a grande dispersdo dos dados ja apresentados torna a determinacéo
individual do haplétipo uma medida de valor prognoéstico discutivel. Estudos mostraram
que, com excecado dos haplétipos Al e SEM, (Nagel RL et al.1985; Al-Ali AK, et al., 2020;
Alsultan A, et al. 2011;) os fatores genéticos envolvidos na variancia dos niveis de HbF
entre os haplotipos permanece indefinida (Steinberg MH, 2020). A depender da
populacao observada, o silenciamento dos genes que codificam HbF pode ser explicado
pela atividade de fatores genéticos moduladores da expressdo de HbF como BCL11A,
porém alguns estudos ndo associam polimorfismos desses fatores a variacdo dos niveis
de HbF entre os haplétipos. (Masuda T, et al. 2016; Bae HT, Baldwin CT, Sebastiani P,
et al., 2012; Bauer DE, Kamran SC, Lessard S, et al., 2013; Lettre G, Sankaran VG,
Bezerra MA, et al. 2008, Sebastiani P, Farrell JJ, Alsultan A, et al. 2015). Neste trabalho
observamos niveis mais baixos de HbF nos pacientes ao apresentarem pelo menos um
alelo CAR, inclusive apos o tratamento com hidroxiuréia. Este aspecto corrobora com
Bakanay SM (2005) que relatou maior frequéncia do haplétipo CAR entre pacientes
tratados com hidroxiuréia que foram a 6bito, evidenciando a pior resposta deste grupo ao
tratamento. Em nosso estudo também avaliamos o uso de hidroxiuréia que foi
significativamente mais frequente nos pacientes CAR homozigotos. Essas observacoes
sao consistentes com estudos que relacionam o haplotipo CAR a um mau prognaostico da
doenca e que os pacientes com este haplotipo necessitam mais frequentemente de
tratamento com hidroxiuréia com resultados menos satisfatérios (Steinberg, M.H. et al,
1997; Powars DR., 1991; Bakanay SM et al.,2005). Tais resultados parecem ser devidos
Nao apenas aos niveis totais de HbF, mas também aos niveis heterogéneos de HbF em
cada eritrocito, levando a niveis diferenciais eventos hemoliticos (Piel F. B. 2017;
Steinberg MH, 2020).

De forma geral, os parametros laboratoriais avaliados neste estudo mostraram
gue pacientes CAR homozigotos apresentaram mais alteracdes sugestivas de eventos
hemoliticos como reducéo de Hm, Ht e Hb e aumento de bilirrubina, LDH e AST, além de
aumento de Fe e IST, compativel com aumento dos processos inflamatérios (Sonntag O.

1986; Kato GJ et al. 2006). Sobre os parametros laboratoriais Hemoglobina S,
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granuldécitos, plaquetas, capacidade de ligacédo de ferro latente, capacidade de ligacao
de ferro total e ureia, ndo encontramos associacao estatisticamente significativa entre os
pacientes de acordo com o perfil do haplétipo CAR. Acreditamos que esses parametros
poderiam ser melhor avaliados com uma coorte maior de pacientes.

Entre as caracteristicas clinicas avaliadas verificou-se a associacdo entre a
homozigose para CAR e a necessidade de realizac&o de transfusédo de concentrado de
hemécias. Ao avaliar estes eventos, o percentual de casos € crescente a medida que o
haplétipo CAR esta presente em 1 alelo ou 2 alelos, porém ndo houve significancia
estatistica quando o haplétipo CAR esta presente de forma heterozigética, mas apenas
ao compararmos os pacientes CAR homozigotos com os demais perfis de haplotipos.
Sabe-se que a transfusao de concentrado de hemacias € a principal estratégia de suporte
para os sintomas de anemia aguda, prevencao de acidente vascular encefalico e a base
do tratamento agudo da STA na doenca falciforme. Assim, a necessidade de terapia
transfusional e a modalidade de transfusdo dependem da gravidade do quadro, sendo
aplicada em casos moderados a graves, onde é necessario aumentar os niveis de Hb e
reduzir HbS (Alhashimi D et 2010; Onimoe G, Rotz S., 2020, Farooq S, Abu Omar M,
Salzman GA., 2018) Dessa forma, a necessidade maior de transfusdes nos pacientes
CAR homozigotos é compativel com maior gravidade da doenca falciforme nesses
pacientes.

Entre as complicacdes da vesicula biliar, apesar de observarmos um percentual
maior de colelitiase, colecistite ou coledocolitiase, entre os pacientes CAR, homozigotos
e heterozigotos, ndo houve associacao estatisticamente significativa. Porém, a colelitiase
€ um evento consistente com a hiperbilirrubinemia que observamos nesses pacientes,
sendo isto um fator de risco para colelitiase. Além disso, as alteracdes de outros
parametros hemoliticos que observamos, como LDH, reticuldcitos e hemoglobina total
corroboram com estudos que sugerem a hemolise como fator de risco para colelitiase em
pacientes com anemia falciforme (Martins, R A et al,2017; Joly P., 2017, Batista et al,
2021). Batista e colaboradores (2021) que, em uma coorte grande com alta prevaléncia
do haplétipo CAR, também nao encontraram influéncia do haplétipo para colelitiase, mas
observaram seu impacto para os niveis aumentados de bilirrubina. Alkindi et al. (2015)

também demonstraram niveis mais baixos de bilirrubina no haplétipo Al em comparacéao
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aos haplotipos africanos BEM e CAR, mas sem associacdo destes com o
desenvolvimento de célculos biliares. Niveis baixos de HbF, que observamos entre os
pacientes CAR homozigotos do nosso estudo, também foram relacionados ao
desenvolvimento de colelitiase em estudos anteriores (Webb DK, Dunn DT, Serjeant GR,
1989; Chaar V, Kéclard L, Diara JP et al., 2005). As caracteristicas laboratoriais dos
pacientes CAR homozigotos, encontradas neste estudo, indicam um padrdo de
subfendtipo hemolitico nestes pacientes, ao apresentarem niveis de hematécritos mais
baixos acompanhados por niveis mais elevados de LDH sérica e bilirrubina (Kato, et al,
2018; Kato; Gladwin; Steinberg, 2007).

Algumas manifestacdes clinicas como episodios dolorosos, infec¢des bacterianas,
sequestro esplénico, AVE, nao apresentaram significancia estatistica neste estudo,
apesar de serem observados com maior frequéncia entre os pacientes com haplétipo
CAR. Episddios dolorosos sédo dados de dificil interpretacdo pois a dor éssea é
influenciada por muitos fatores incluindo idade, sexo, ambiente, estresse e fatores
psicolégicos (Serjeant, G.R., 2017). O haplétipo CAR foi associado a maior risco de
acidente vascular enceféalico em criancas com doenca falciforme (Santiago RP et al.,
2017). Neste estudo, as ocorréncias de crise aplastica, infec¢cdes virais, Ulcera de perna

e Obito foram similares entre CAR homozigotos ou outros padrdes de haplotipos.

Nosso estudo mostrou uma ocorréncia de casos de sindrome toracica aguda
significativamente maior em pacientes com haplétipo CAR, com frequéncia ainda maior
dentre os CAR homozigotos. A analise multivariada deste trabalho mostrou que a
presenca de CAR em homozigose é um fator progndstico independente para a ocorréncia
de STA. Esta associacao foi verificada tanto ao avaliarmos todos os fenétipos de doenca
falciforme como nos pacientes com anemia falciforme. Até onde temos conhecimento,
nosso trabalho € o primeiro a elucidar o papel prognéstico do haplétipo CAR na
ocorréncia da STA (Apéndice A). Isto poderia explicar relatos de que a STA pode ocorrer
de forma mais grave também em pacientes com doenca falciforme que apresentam
fendtipos mais leves (ex: HbSC) (R. L. Nagel, 2003), e ainda em pacientes assintomaticos
gue podem evoluir para um desfecho fatal de STA (Elizabeth S. Klings& Martin H.
Steinberg, 2022; Tsitsikas DA, 2020; Lowenthal EA, Wells A, Emanuel PD, et al.1996).

Este estudo apresentou algumas limitacbes tais como o0 numero relativamente
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pequeno de casos e escassez dos diferentes haplétipos na populagéo estudada, o que
inviabilizou a comparacdo especifica entre todos os haplotipos de ancestralidade
africana. O nimero de casos também foi insuficiente para a realizacado de analises por
categorias como idade, tempo de uso de HU, niveis de HbF acima ou abaixo de 8,6% e
presenca da co-heranca de a-talassemia dos pacientes. Outra limitacdo se refere aos
parametros clinicos analisados, pois ndo houve conhecimento sobre a ocorréncia de
atendimento e internacdo dos pacientes em outras instituicbes de salde nao
participantes do estudo. Além disso, ndo houve informacdes sobre os critérios utilizados
para definir STA em cada uma das instituicdes participantes, o que impossibilitou também
estadiamento dos casos de acordo com a gravidade da STA. Ao selecionar os casos de
AF, observou-se similaridade com as andlises que incluiram todos os pacientes com DF,
incluindo a associacdo entre STA e o haplétipo CAR homozigoto (Anexo B). Porém,

analises multivariadas somente com casos de AF nao foram realizadas neste estudo.

A sindrome toracica aguda (STA) é uma das complicagcbes mais graves da doenca
falciforme, a causa mais comum de morte e a segunda causa mais comum de
hospitalizacdo em pacientes com doenca falciforme. (Powars D, Hiti A. 1993; Bakanay
SM et al., 2005, Farooq S, Abu Omar M, Salzman GA., 2018). A partir dos nossos dados
que associaram o haplétipo CAR ao risco de STA, avaliamos também a associacdo de
STA com outras varaveis deste estudo. Os nossos dados mostraram que o haplétipo CAR
estd associado niveis mais baixos de HbF e estudos anteriores mostraram que a
incidéncia de STA esté relacionada a baixos niveis de HBF (Steinberg MH. 2020; Alsultan
A, Alabdulaali MK, Griffin PJ, et al. 2014; Day ME, Rodeghier M, DeBaun MR. 2018).
Além disso, outros estudos genéticos ja relacionaram eventos vaso-oclusivos a genes
repressores da expressao do gene de HbF ligados ao haplétipos, porém ndo avaliaram
diretamente a associacdo dos haplotipos com STA (Steinberg MH. 2020; Alsultan A,
Alabdulaali MK, Griffin PJ, et al. 2014; Day ME, Rodeghier M, DeBaun MR. 2018 (Bean
CJ, Boulet SL, Yang G, et al. 2013; Steinberg MH., 2020; Lettre G, Sankaran V, Bezerra
MAC, et al. 2008). Neste trabalho, a andlise univariada de STA mostrou associa¢cdo com
os fatores sexo masculino, uso de hidroxiuréia e o haplotipo CAR, porém nossos dados
nao demonstraram associacgao direta entre o risco de STA e hemoglobina fetal. A analise

multivariada mostrou que a associacdo entre STA, sexo masculino e o haplétipo CAR
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ocorre de forma independente dos niveis de hemoglobina fetal. Quanto ao sexo
masculino, nossos dados corroboram com estudos anteriores que descreveram a
sobrevida maior entre as mulheres e mortalidade maior entre os homens, com a sindrome
toracica aguda entre as causas de morte mais comuns, entre pacientes com doenca
falciforme (Mota FM et al., 2022; LOBO, C. L. C. et al. 2018). Sabe-se que a andlise
apenas da hemoglobina fetal nos pacientes com doenca falciforme ndo € suficiente para
prever o risco de STA e as caracteristicas genéticas que predispdem a STA séo
poligénicas e multiplos fatores de risco podem coexistir, e 0 conhecimento destes é ainda
insuficiente para previséo do risco (Steinberg MH, Sebastiani P. 2012; Castaldi C, Nolan
VG, Baldwin CT, et al. 2007; Elizabeth S. Klings& Martin H. Steinberg 2022). A
fisiopatologia da STA €& possivelmente multifatorial e o haplétipo CAR pode ter um
impacto progndstico importante. Nossos dados sugerem que, independentemente dos
mecanismos geneéticos inerentes ao haplétipo CAR, que ainda ndo foram totalmente
esclarecidos, identificar este haplétipo pode ser util, especialmente em homozigose, para
pode-se prever a necessidade de melhor acompanhamento clinico dos individuos, de
forma a evitar complicacdes mais graves, sobretudo em regides com alta incidéncia das
doencas falciformes, alta frequéncia do haplétipo CAR e servicos de saude de menor
infraestrutura, onde o0 acesso a analises mais especificas de polimorfismos genéticos é
mais dificil. Ao considerarmos que o éxito do tratamento da STA depende do
reconhecimento precoce, a analise de haplétipo pode contribuir para a previsao do risco
de STA, sobretudo em pacientes do sexo masculino CAR homozigotos, e contribuir para
adocao de medidas preventivas ou a escolha de terapias curativas mais precocemente e

reduzir a mortalidade.
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7 CONCLUSOES

A principal conclusdo deste trabalho é que a presenca do haplétipo CAR em
homozigose é um fator de risco independente para STA. Além disso, concluimos que a
presenca do haplétipo CAR esta relacionada a quadros de maior gravidade ao apresentar
associacdo com mais transfusdes e internacdes hospitalares. Concluimos também que
os pacientes CAR homozigotos apresentaram mais alteracdes sugestivas de eventos
hemoliticos como anemia, reducao de Hm, Ht e Hb e aumento de bilirrubina, LDH e AST,
além de aumento de Fe, IST e ferritina. Os pacientes CAR homozigotos também
apresentaram niveis mais elevados de Leucodcitos. Sobre a HbF concluimos que os
niveis sdo mais baixos nos pacientes a partir da presenca de pelo menos 1 alelo CAR,
inclusive apos o tratamento com HU que concluimos ser mais utilizada entre os pacientes
CAR homozigotos e com piores resultados. Com base nesses resultados confirma-se a
hipoétese inicial deste trabalho de que um desfecho clinico de maior gravidade como STA
estd relacionado ao padrdo de haplétipos ancestrais do gene HBB. De forma
surpreendente concluimos que o sexo masculino também foi um fator independente para
o risco de STA, sendo ainda maior o risco entre pacientes do sexo masculino e CAR
homozigotos. Por fim, concluimos que o Haplétipo CAR pode ter um impacto progndstico

importante.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados encontrados neste estudo, propde-se a andlise de uma
coorte maior de pacientes para avaliar o haplétipo CAR homozigoto de acordo com
categorias como faixa etaria, tempo de uso de HU, niveis de HbF acima ou abaixo de
8,6%, e co-heranca de a-talassemia. Além disso, é desejavel analisar mais
detalhadamente os padrbes de haplétipos classificados como atipicos e verificar a
existéncia de subgrupos que possam ter impacto prognostico. Com base nos resultados
propomos a identificacdo do haplétipo na ocasido do diagndstico de DF. Sua utilizacédo
para classificagcdo dos pacientes quanto ao risco de eventos graves como STA e pior
resposta ao tratamento com HU pode contribuir para a escolha de terapias adequadas

de forma precoce, para melhor qualidade e expectativa de vida aos pacientes.
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Abstract
Background and aim of work: Sickle cell disease (SCD) is the most prevalent

hereditary hemoglobinopathy worldwide. Acute chest syndrome (ACS) is one of the worst
outcomes and is quite unpredictable by clinical or laboratory criteria. SCD patients with
Central African Republic (CAR) haplotypes have lower levels of fetal hemoglobin (HbF)
that can be associated with clinical complications, which were investigated at the present
study.

Methods: In 102 SCD patients, laboratory and clinical data (e.g. splenic
sequestration, stroke, ACS) were compared with CAR allele. Further, ACS risk factors
were studied retrospectively in two steps: i) univariate analysis (Mann—Whitney test for
continuous and Chi-square for categorical variables) and ii) multivariate analysis (binomial

logistic regression).

Results: The CAR allele was predominant and is present in 84.1% of patients,
34.9% homozygous and 24.3% heterozygous. ACS patients with the presence of at least
one CAR allele had lower HbF levels both at baseline and after hydroxyurea (HU)
treatment. A progressively higher frequency of ACS was observed in patients with one or
two CAR alleles compared to other SCD patients. In a univariate analysis, ACS was
associated with males, higher mean corpuscular volumes, more need for HU treatment,
and CAR homozygotes. In a multivariate analyses, only male sex and CAR allele were
independent factors in predicting the development of ACS in SCD patients - odds ratio
(confident interval) of 2.88(1.16-7.13) and 3.11(1.16 — 8.32).

Conclusion: CAR alleles in SCD patients predicts ACS risk and adoption of preventive

actions could avoid ACS development.

Keywords: Sickle cell disease, Sickle cell anemia, acute chest syndrome, hemoglobin,

haplotype, CAR allele.
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Introduction:

Sickle cell disease (SCD) is the most prevalent hereditary hemoglobinopathy in the world,
affecting 20 to 25 million people, of which 60% live in Africa. It is estimated that 300,000
children are born annually worldwide with SCD [1,2,3]. SCD is a group of inherited
diseases characterized by mutations in the gene encoding the hemoglobin subunit 3. The
mutation causes replacement of glutamic acid with valine in the B globin resulting in the
BS allele and consequently the formation of the abnormal hemoglobin S (HbS). Sickle cell
anemia (SCA) is characterized by the homozygosity for BS allele and is the most frequent
and severe form of SCD [3]. SCD causes hemolytic anemia and acute vasoocclusive
events, presenting a broad clinical heterogeneity [3]. Additional complications such as a-
thalassemia, fetal hemoglobin synthesis, and genetic variant in the BCL11A [4,5] have
been identified, but they cannot fully explain clinical differences observed among SCD
patients. The BS allele was classified based on the presence or absence of restriction sites
in five haplotypes named Arabian/Indian (Al), Benin (BEN), Cameroon (CAM), Central
African Republic (CAR), and Senegal (SEN) [6]. These haplotypes with distinct ethnic and
geographical origins have proven to be valuable markers in anthropological research,
aiding in tracing the distribution of the BS allele among human populations [6]. Some
reports suggested the role of BS haplotypes in different clinical phenotypes of SCD [7].
Regardless of lower levels of HbF in patients with CAR allele [8], association with SCD
complications such as acute chest syndrome (ACS) were not demonstrated [5,7,9]. ACS
is a severe and frequently associated fatal outcome in patients with SCD, occurring in
SCD patients with initially mild clinical manifestations [10,11]. In this context, we
retrospectively analyzed the prognostic impact of BS gene haplotypes for the development
of clinical complications, especially ACS, in a cohort of SCD patients from Rio de Janeiro,

Brazil, focusing on CAR alleles due to their frequency in our population.

Methods:

The study included 102 SCD patients (48 ) males; 54 females), varying from 5 to 79 years

(median 21 years-old). DNA samples obtained from peripheral blood samples of the
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patients were used for haplotype determination, after the individuals or their respondents
signed a consent form. The study was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki, it was approved by Research Ethics Committee of Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagado Gesteira, Federal University of Rio de Janeiro (IPPMG/UFRJ) (CAAE
no. 64913617.7.0000.5264) and Research Ethics Committee of Hospital Uiniversitario
Pedro Ernesto (UERJ) (CAAE no. 57862016.5.0000.5259). Clinical data, obtained from
the patient’s medical records, included red blood cell transfusions, hospitalizations, painful
episodes, ACS, bacterial infections, stroke, splenic sequestration, aplastic crisis,
cholelithiasis, cholecystitis, viral infection, leg ulcer and treatment with HU. Laboratorial
parameters included blood cell counts, Ferritin (Frt) levels, F and S hemoglobin levels
(HbF and HbS), bilirubin (total and fractions), total transaminase (AST), alanine

transaminase (ALT), and lactate dehydrogenase (LDH).

Determination of S globin gene haplotypes

Genomic DNA was extracted from whole blood samples using the Biopur Mini Spin Plus
DNA extraction kit (Mobius Life Science, Pinhais, PR) according to the manufacturer’s
instructions and stored at —=70°C. Five regions around and within the 3 globin gene cluster
were amplified by PCR reactions (total volume:25uL, being 150ng genomic DNA, 2X Taq
Green PCR Master Mix, 25pM each of forward and reverse primers (LGC Biosearch
Technologies, Novato, CA), carried out in a programmable thermal cycler
(Appliedbiosystems Veriti 96 Wel Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA). Initial denaturation was obtained at 94°C for 5 min, followed by 35
denaturation cycles at 94°C for 1 min, annealing at 52-60°C for 45 seconds, and extension
at 72°C for 1.5 min, with final extension for 10 min at 72°C [12,13]. Amplified products
were digested by specific restriction enzymes (Thermo Scientific, Waltham, MA) as
follows: 10 pL:1uL mixture was incubated for 30 min at 37°C (Table 1). The products were

resolved on a 1.5% agarose gel. The regions analyzed within the B globin gene cluster,
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primer sequences, restriction enzymes and the length of the resulting fragments are
shown in Table 1. Each sample was scored for the presence (+) or absence (-) of
restriction sites. A sample of one heterozygous individual for each polymorphic site was
used as control. According to the restriction profile for the known polymorphic regions in
the B-globin cluster, the CAR, BEN, SEN or CAM haplotypes were identified. Less
common haplotypes were classified as atypical haplotypes (ATP) (Table 2) [14,15,16].

Table 1. Regions within the 3 globin gene cluster, primer sequences, restriction enzymes,
and RFLP product size. 29

Primer Restriction  Studied region Primers’ sequence5'3’ ? Fragment size in
enzymes within the B (bp)
used for globin gene

each region cluster

HO Xmnl 5' Gy F: AACTGTTGCTTTATAGGATTTT 650pb

H1l R:AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC

H2 Hind Il Gy F-AAGTGTGGAGTGTGCACATGA 780pb

H3 R:TGCTGCTAATGCTTCATTACAA

H3 Hind Il Ay F: TGCTGCTAATGCTTCATTACAA 760

H4 R:TAAATGAGGAGCATGCACACAC

HS Hincll wp F: GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 701

H6 R: ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT

H7 Hincll 3'yp F: TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 590

H8 R: GGACCCTAACTGATATAACTA
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Table 2. Pattern of BS-hemoglobin digestion by restriction enzymes to

determine of the B* globin haplotype.

Restriction Enzyme Xmnl Hind 1lI Hind 1lI Hinc Il Hinc Il
5'to Gy Ay ¥ 3'to

Haplotype Gy yB

CAR - +

Benin - - - - +

Senegal + + - + +

Cameroo - - + - +

Note: (+): presence of restriction site; (—): absence of restriction site.

Statistical analysis

SPSS Statistics®14.0 (IBM Corporation, Somers, NY, United States) package was used
for statistical analysis. Continuous variables were summarized as median, minimum, and
maximum. Non-parametric Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to
compare continuous variables. Categorical data were recorded as occurrences (counts)
and percentages, using Chi-square (x?) for comparisons. p-values less than 0.05 were
considered statistically significant. Multivariate analysis was performed by binomial
logistic regression. A regressive model (backward stepwise) was chosen using the
likelihood ratio to determine the variables of the parsimonious model. Variables with p-
value<0.2 were selected to start the multivariate analysis. Results were expressed as

odds ratio (OR), with their respective confidence interval (Cl) and p-value.

Results:

CAR BS haplotype (homozygous or heterozygous) was found in 84.1% (86/102) of patients
with SCD. Homozygous CAR S (CAR/CAR) haplotype was detected in 34.9% (36/102)
patients followed by CAR/Other Haplotypes (CAR/non-CAR) in 24.3% (25/102).
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CAR/Atypical BS haplotype represented 24.3% (25/102) of patients and 16.5% (17/102)
had haplotypes other than CAR (non-CAR/non-CAR; Table 3).

Table 3. Frequency of CAR BS globin gene haplotype in all SCD patients studied
and in the subset of SCA patients.

All patients SCA SCD
(N=102) (N =83) (N=19)
Haplotype Count % Count % Count %
CAR/CAR 36 34.9 36 43.4 0 0
CAR/non-CAR 25 24.3 21 25.3 4 21.1
CAR/Atypical 25 24.3 12 14.5 13 68.4
non-CAR/non-CAR* 17 16.5 14 16.8 2 10.5

*non-CAR: Benin/Benin (13/17). Benin/Senegal (3/17) or Benin/Cameroon (1/17) ; SCA:
Sickle Cell Anemia; SCD: Sickle Cell Disease

Laboratory tests were analyzed among patients (S/S) with sickle cell anemia (SCA) to
avoid the effect of typical differences among distinct SCD types. S hemoglobin was
significantly higher in SCA patients with at least one CAR allele (87.9%) compared to non-
CAR (79,1%), p = 0.01, (Table 5). Next, patients with at least one CAR allele had
significantly lower levels of fetal hemoglobin (HbF=3.5%) compared to patients with other
haplotypes (HbF-9.5%) before HU treatment (p=0.001; Figure 1E). After treatment, HbF
increased in patients without CAR allele (HbF from 9.5% to 20.5%) compared to patients
presenting at least one CAR allele (HbF from 3.5% to 9.35%) (p= 0.023; Figure 1F; Table
5). WBC counts were also significantly higher (9.2 x 10%uL) in CAR haplotype SCA
patients than in non-CAR (6.5 x 10%/uL), p=0.02.

Patients with SCD did not show significant differences concerning clinical manifestations
such as hospitalizations, painful episodes, aplastic crisis, cholecystitis, infections,
peritoneal ulcers, splenic sequestration and stroke (Table 4). However, CAR/CAR SCD

patients frequently received red blood cell transfusions (54%, 28/51) than CAR
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heterozygotes (38%,12/31) or other haplotypes (25%,5/20), p=0.046 (Figure 1 and Table
4). In addition, CAR/CAR SCD patients received HU treatment (80.6%, 29/36, p=0.013)
and presented significantly more gallstones (70.6%, 24/34) than others SCD cases
(p=0.05). Finally, a higher frequency of acute chest syndrome (61.1%, 22/36) was
observed in CAR/CAR SCD patients when compared to CAR heterozygotes (34%, 17/50)
or other haplotypes (31%, 5/16) (p=0.024) (Figure 1 and Table 4). To investigate the
impact of CAR/CAR genotype on the occurrence of ACS and the potential association of
other putative prognostic factors, we performed two subsequent analyses. Univariate
analysis showed that SCD patients with ACS were mostly males (59.1%) compared to
patients without ACS (no-ACS) (37.9%), p=0.04. ACS patients used HU treatment more
frequently (84.1%) than patients without ACS (48.3%, p=0.0001). In addition, they
presented significantly higher VCM (median of 94, ranging from 66 to 126) than no-ACS
cases (median of 89, ranging from 64 to 131). Finally, most of ACS patients had
CAR/CAR alleles (61.1%) compared to 38.9 in no-ACS, p=0.017. Subsequently, we
performed a binomial logistic regression (backward stepwise), including variables with
p<0.2 in the comparison between ACS vs. no-ACS for gender, age, VCM, WBC, platelets
count, HbF, reticulocyte count, a -thalassemia and CAR/CAR allele. As a result, only two
variables were independent prognostic factors for ACS in SCD patients: gender (OR: 2.88,
confidence interval - Cl: 1.16-7.13, p=0.02) and the presence of CAR/CAR allele (OR:
3.11, CI:11.16 — 8.32, p=0.02). In other words, CAR/CAR SCD patients had 3 times more
chances to present ACS. Furthermore, the presence of these two variables combined,
CAR/CAR males had an OR: 3.53 (CI: 1.27-11.08), p=0.02 to present ACS, compared

with all other patients.
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Clinical events and hydroxyurea treatment in patients with SCD
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Figure 1: Clinical events and HU treatment in patients with SCD. Panel 1A shows that the percentage

of SCD patients who needed at least one blood cell transfusion was significantly higher in the presence

of at least 1 CAR allele, compared to patients without CAR allele. In panel 1B, the frequency was also

significantly higher in the presence of at least 1 CAR allele. Panels 1C and 1D show that percentages of

acute chest syndrome (1C) and HU treatment (1D) needs are highest in SCD patients with CAR

homozygosity (CAR/CAR) and decrease progressively in CAR heterozygosity (CAR /Other haplotype) or

absence of the CAR allele (other Haplotype/Other Haplotype) SCD patients. Panels E and F show that

fetal hemoglobin levels are lower in patients with SCA with at least one CAR allele in both moments,

before and after treatment with HU. P-Value < 0.05 was considered as significant (chi-square test). * p <

0.05 ** p < 0.001.
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Table 4. Frequency of clinical events in SCD patients homozygote vs.. heterozygote vs..

absence of CAR allele.

Clinical Event (%) % occurrence of clinical events according CAR alleles
CAR/CAR CAR/non- non-CAR/non-CAR
CAR
Hospitalization 72.5 71 50
Painful episode 60.8 71 40
Acute Chest Syndrome 61.1* 34 31.3
Aplastic crisis 2.0 3.2 0
Gallstones 70.6* 52.4 57.1
Cholecystitis 60 60 22.2
Bacterial infection 23.5 16.1 15
Leg ulcer 19.6 25.8 5
Episode of splenic sequestration 19.6 12.9 10
Episode of stroke 19.6 12.9 5

Clinical events written in bold were significantly different according CAR alleles *p<0,05
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Table 5. Laboratory alterations of patients with SCA according to the presence of the CAR

allele

UNIVARIATE ANALYSIS

LABORATORY PARAMETER CAR non-CAR p-Value
(median)
Hemoglobin (g/dL) (Hb) 7.8 8.9 0.12
S Hemoglobin (%) (HbS) 87.9 79.1 0.01
F Hemoglobin (%) (HbF) 3.14 6.9 0.01
Packed cell volume (%) (PCV) 23 25.8 0.13
Mean cellular volume (fL) (MCV) 92.1 93 0.49
Mean cellular hemoglobin concentration (g/dL) 34 34.5 0.69
(MCHC)

Iron (mg/dL) (Fe) 127.5 107 0.24
Ferritin (ug/L) (Frt) 240.6 289.7 0.52
WBC (103/mm3) 10.95 9.1 0.13
WBC after HU treatment (10%/mm?3) 9.2 6.5 0.02
Granulocytes (103/mm?2) 5.5 4.4 0.10
Platelets (mm3) 377.5 356 0.60
Reticulocytes (%) 223.7 173.3 0.33
Total bilirubin (mg/dL) 2.71 2.98 0.34
Direct bilirubin (mg/dL) 0.505 0.47 0.09
Indirect bilirubin (mg/dL) 2.015 2.2 0.30
Total transaminase (AST) (U/L) 455 42 0.49
Alanine transaminase (ALT) (U/L) 19 19 0.83
Lactate desidrogenase (LDH) (U/L) 973 940 0.78

Median values of quantitative laboratory data. Laboratory data written in bold were

significantly different according CAR alleles.
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Tabela 6: Univariate and multivariate analysis to identify prognostic factors
associated to acute chest syndrome in Sickle Cell Disease (SCD) patients

(n=102).
Univariate Analysis* Multivariate analysis**
No ACS (%) ACS (%) p-valor OR 95% ClI p-
valor
Gender
Female 62.1 40.9
Male 37.9 59.1 0.045 |2.88 1.16-7.13 0.02
Age (median) 29 (5-79) 22 (9-50) 0.10
%HbF (median) 3.8 (0.3-27.5) 3.5(1-15.5) 0.9
HU treatment 48.3 84.1 0.0001
WBC (cells/uL) 12 x10°® 12.3 x108 0.48
(4-28 x 10%) (16.8-37x5.10%)
Platelets (U/uL) 386 x10° 393 x10° 0.13
(334-416 x 10%) (381-478 x 103)
Reticulocytes 7,0 (7,0-10,6) 6,9 (6,7-10,5) 0.91
(%)
Hb (g/dL) 7.7 (4,8-12,9) 7.76 (5.3-12,4) 0.26
CHCM 33.8 (28,4-38) 34.5 (30-38) 0.074
VCM 89 (64-131) 94 (66-126) 0.03
a- Talassemia 20.5 22.4 0.42
CAR/CAR allele 38.9 61.1 0.017 |3.11 1.16-8.32 0.02

*Statistical significance was accessed by Mann-Whitney for continuous variables and Qui-square for
categorized variables.
** Multivariate analysis was performed by binomial logistic regression (backward stepwise), started with
following variables: gender, age, VCM, WBC, platelets count, HbF, reticulocytes count, a -thalassemia
and CAR/CAR allele, being selected in the final model: gender and CAR/CAR allele.

Abbreviations: Cl: confidence interval; OR: odds ration; Hb: hemoglobin; ACS: Acute Chest Syndrome,
HbF: Fetal hemoglobin, WBC: White blood cells, VCM:
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Discussion

The highest frequency for the CAR allele found in our study agrees with the results of
previous studies on haplotype frequency in Brazilian population [17,18,19]. The presence
of other haplotypes reflects miscegenation due to the arrival in Brazil of enslaved Africans
from different regions of Africa [20,21,22]. Atypical haplotypes were more frequent in our
patients, which differ from the five common haplotype patterns observed worldwide. [16].

In the present study, it was observed that patients with ACS with at least one CAR allele
had lower baseline HbF levels and were treated more frequently with HU than other
patients. Furthermore, HbF levels after HU treatment remained lower among SCA patients
with the CAR allele than the others, suggesting a worse clinical response to HU treatment
[23]. Accordingly, WBC counts after HU were also higher in CAR allele SCA patients than
non-CAR alleles. Finally, SCD CAR/CAR patients needed more frequent HU treatment.
These observations corroborate previous studies that suggest that the CAR allele is
associated with poor prognosis, requiring more frequent HU treatment, and may be related
to a worse response to HU treatment [23,24,25]. HU treatment response is affected not
only by total HbF levels but also by the heterogeneous levels of HbF among erythrocytes

leading to differential levels of hemolysis [26,27].

In line with the hypothesis of higher levels of hemolysis being associated with CAR allele
[6], in our study more SCD patients needed at least one blood cell transfusion and had

gallstones in the CAR/CAR group than other haplotypes.

Among the most severe clinical SCD events in our cases, ACS, one of the worst outcomes
of SCD, was associated with the presence of the CAR/CAR genotype; ACS was
associated with the CAR/CAR haplotype three times more frequently than CAR/non-CAR
or non-CAR/non-CAR. One hypothesis to explain this result is that lower HbF levels in
CAR/CAR patients lead to higher incidence of ACS [26,28]. However, our data showed
similar HbF levels in patients with or without ACS, suggesting that this effect is
independent of HbF levels. The complexity of ACS suggests that it could be due to some

polygenic association [11,29,30].
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Further, we found only the CAR/CAR allele and males as independent prognostic factors
to the occurrence of ACS in SCD patients in a multivariate analysis. While the association
between males and ACS has been previously described [31,32], to our knowledge our
study is the first association between the CAR/CAR allele and ACS. It is crucial to note
that even SCD patients with mild symptoms can develop ACS without any warning, as
routine clinical or laboratory exams often fail to predict its onset [11]. Further studies with
the routine characterization of CAR alleles in both males and females with SCD can help
to identify early the risk of ACS, potentially contributing to the adoption of preventive

actions to avoid ACS development.
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Dados de frequéncias e significancia estatistica das manifestac@es clinicas dos
pacientes com Doenca Falciforme CAR homozigotos e Outros perfis de

haplétipos
Outros Outros
perfis de | CAR/CA | perfis de i
CARICAR (n) haplétipos R (%) |hapldtipos OR(IC) p-valor
Evento Clinico (n) (%)
Realizagéo de
Transfusdes de
S 21 24 58,3% 36,4% 2,450
conhcent,ra_do de (1,067-5,624) 0,039
emacias
N 15 42 42% 63,6%
N S 37 32 725% | 62.7% 1,569
Internacao (0,680-3,624) | 0,397
Hospitalar N 14 19 27.5% 37.3%
Crise Vaso- s 31 30 60.8% | 58.8% 1,085
oclusiva (0,492-2,395) 1
N 20 21 39.2 41.2%
s 22 22 61,1% | 333% | 3:143(1,353
STA 7,303) 0,012
N 14 44 38,9% 66,7%
Infecgdes S 12 8 235 15.7% 1,654(0,612-
Bacterianas 4,469) 0,455
N 39 43 76.5 84.3
AVE S 10 5 19.6 9.8 2,44(0,708-
N 41 46 80.4 90.2% 7,109) 0,263
Sequestro IS 10 6 19.6 11.8% 1,829(0,611-
Esplénico 5,479) 0,415
N 41 45 80.4 88.2%
_ o s 1 1 2% 2% 1(0,061-
Crise Aplastica 16,435) 1
N 50 50 98% 98%
» S 24 30 71% 54% 2,080(0,841-
Colelitiase 5,144) 0,126
N 10 26 29% 46%
o S 15 8 60% 42.1% | 2,063(0,614-
Colecistite 6,932) 0,361
N 10 11 40% 57.9%
o S 8 6 17.4 15.4% | 1,158(0,364-
Infeccdes Virais 3,681)1 1
N 38 33 82.6 84.6%
. S 10 9 19.6 17.6 1,138(0,420-
Ulcera de Perna 3,088) 1
N 41 42 80.4% 82.4%
o s 29 36 81% | 54,50% | 4:613(1,907-
Hidroxiuréia 11,157) 0,01
N 7 30 19% 45,5%
. s 1 1 2% 2% 1(0,061-
Obito 16,435) 1
N 50 50 98% 98%
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Dados de frequéncias e significancia estatistica das manifestagcfes clinicas dos
pacientes com Doenca Falciforme CAR homozigotos; CAR heterozigotos e Nao

CAR
Numero de alelos CAR Freguéncias (%)
) p-valor
Evento Clinico 0 1 2 0 1
Realizacéo de
Transfusdes de 5 12 28 | 250 | 387 | 549
concentrado de heméacias 0,057
15 19 23 75,0 61.3 45.1
S 14 28 27 87,5 56,0 75,0 0,032
Internacdo Hospitalar N 2 22 9 12,5 44,0 25,0
S 8 22 31 40 71 60.8 0,087
Crise Vaso-oclusiva 29 39.2
N 12 9 20 60
S 5 17 14 31,3 34 61,1 0,025
STA
N 11 33 22 68,8 66 38,9
S 3 5 12 15 16.1 23.5 0,605
Infeccbes Bacterianas N 17 26 39 85 83.9 76.5
S 1 4 10 5 12.9 19.6
AVE N 19 27 41 95 87.1 80.4 0,278
S 2 4 10 10 12.9 19.6
Sequestro Esplénico N 18 27 41 90 87.1 80.4 0,532
S 0 1 1 0 3.2 2
Crise Aplastica N 20 30 50 100 96.8 98 0,72
S 8 22 24 57,1 52,4 70,6 0,266
Colelitiase N 6 20 10 42,9 47,6 29,4
S 2 6 15 22.2 60 60 0,129
Colecistite N 7 4 10 77.8 40 40
S 1 5 8 7.7 19.2 17.4 0,637
Infeccdes Virais N 12 21 38 92.3 80.8 82.6
S 1 8 10 5 25.8 19.6 0,171
Ulcera de Perna N 19 23 41 95 74.2 80.4
s 11 25 20 | 688 | 5000 | 8060 | 0013
Hidroxiuréia N 5 25 7 31,3% | 50,00 19,40
S 0 1 1 0 3,2 2
Obito N 20 30 50 100 96.8 98 0,72
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ANEXO B — DADOS DAS MANIFESTACOES CLINICAS: ANEMIA
FALCIFORME

Dados de frequéncias e significancia estatistica das manifestacdes clinicas dos
pacientes com Anemia Falciforme CAR homozigotos e Outros perfis de

haploétipos
Outros Outros
perfis de | CAR/CA | perfis de i
CAR/CAR (n) haplétipos R (%) | haplétipo OR(IC) p-valor
Evento Clinico (n) s (%)

Realizacéo de 28 15 59.6% 41.7% 2,063(0,854- | 0,125
Transfusdes de s 4,985)
concentrado de 19 21 40.4% | 58.3%

hemacias
N
S 34 24 72.3 66.7 1,308(0,509- | 0,634
Internagéo 13 12 27.7 33.3 3,357)
Hospitalar N
Crise Vaso- S 27 22 57.4 61.1 0,859(0,355- | 0,823
oclusiva 20 14 42.6 38.9 2,082)
N
S 22 17 61,10% | 36,20% |2,773(1,132-
STA N 14 30 38,90% | 63,80% |6:794) 0,028
Infeccdes S 10 6 21.3 16.7 1,351(0,441- 0,78
Bacterianas 37 30 78.7 83.3 4,145)
N
S 9 5 19.1 13.9 1,468(0,446- 0,57
AVE N 38 31 80.9 86.1 4,835)
Sequestro S 9 6 19.1 16.7 1,184(0,379- 1
Esplénico 38 30 80.9 83.3 3.697)
N
S 0 1 0 2.8 0,427(0,332- | 0,434
Crise Aplastica 47 35 100 97.2 0,549)
N
S 31 16 70.5 48.5 2,534(0,989- | 0,062
Colelitiase 13 17 205 51.5 6,493)
N
S 15 6 62.5 42.9 2,222(0,580- | 0,318
Colecistite 9 3 375 57.1 8,511)
N
S 8 6 19 18.8 1,020(0,315- 1
Infecg(”)es Virais 34 26 81 81.3 3,302)
N
) S 10 9 21.3 25 0,811(0,290- | 0,794
Ulcera de Perna 37 27 78.7 75 2,267)
N
S 37 24 78.7% 66.7% 1,850(0,692- | 0,316
N
o S 0 1 0 2.8 0,427(0,332- | 0,434
Obito 0,549)
N 47 35 100 97.2 '




156

Dados de frequéncias e significancia estatistica das manifestacdes clinicas dos
pacientes com Anemia Falciforme CAR homozigotos; CAR heterozigotos e Nao

CAR
Nimero de alelos CAR Frequéncias
) p-valor
Evento Clinico 0 1 2 0 1 2
Realizacéo de S 5 10 28 38.5% | 43.5% | 59.6% 0,259
Transfusbes de 8 13 19 | 61.5% |56.5% | 40.4%
concentrado de heméacias
N
8 16 34 61.5 69.6 72.3 0,754
S
Internacdo Hospitalar N 5 7 13 38.5 30.4 27.7
6 16 27 46.2 69.6 57.4 0,369
Crise Vaso-oclusiva S
N 7 7 20 53.8 30.4 42.6
3 10 26 23.1% | 43.5 55.3
STA S
N 10 13 21 | 76.9% | 565 | 447 011
2 4 10 154 17.4 21.3 0,861
S
Infeccbes Bacterianas N 11 19 37 84.6 82.6 78.7
S 1 4 9 7.7 174 19.1 0,619
AVE N 12 19 38 92.3 82.6 80.9
IS 2 4 9 15.4 17.4 19.1 0,948
Sequestro Esplénico N 11 19 38 84.6 82.6 80.9
S 0 1 0 0 4.3 0 0,267
Crise Aplastica N 13 22 47 100 95.7 100
5 11 31 45.5 50 70.5 0,143
S
Colelitiase N 11 13 54.5 50 29.5
1 5 15 20 55.6 62.5 0,221
S
Colecistite N 4 9 80 44 .4 37.5
1 5 8 10 22.7 19 0,695
S
Infeccdes Virais N 9 17 34 90 773 81
S 1 8 10 7.7 34.8 21.3 0,164
Ulcera de Perna N 12 15 37 92.3 65.2 78.7
S 7 17 37 53.8% | 73.9% | 78.7% 0.198
Hidroxiuréia N 6 10 46.2% | 26.1% | 21.3%
S 0 1 0 0 4.3 0 0,267
Obito N 13 22 47 100 95.7 100




