1. INTRODUCAO

A doenca falciforme é uma doenca hereditaria e tem por principal caracteristica a
deformacéo dos eritrocitos, os quais mudam para forma de foice (sickle em inglés) quando
em baixa tensdo de oxigénio. Sua causa € resultado de uma muta¢do pontual no acido
desoxirribonucleico (DNA) do cromossomo 11, com substituicdo da timina por adenina
(GTG para GAG) ocasionando a substituicdo do &cido glutdmico pela valina (BALLAS;
MOHANDAS, 1996; BONINI-DOMINGOS et. al., 1997; LAGURADIA, 2006).

H& uma grande variabilidade na gravidade do quadro clinico do paciente com a
doenca falciforme, porém a de maior relevancia clinica ¢ a Anemia Falciforme (AF) ou
homozigose da hemoglobina S (HbSS). A clinica da anemia falciforme é afetada por fatores
como: os niveis de hemoglobina fetal (HbF), a determinacdo de outras hemoglobinopatias
agindo em conjunto com a HbS e a presenca de haplétipos herdados de acordo com a origem
étnica do paciente (BRASIL, 2002; SILVA, 2006).

Além dos fatores ja citados, podem interferir na clinica da doenca falciforme: fatores
genéticos que influenciam no processo de polimerizacdo da hemoglobina S (HbS), no
fenémeno da falcilizacdo, na hemdlise e a resposta do individuo a complicagcdes ou ao
tratamento. Existem ainda fatores ambientais como o local onde vive o paciente, doencas
infectocontagiosas, condi¢Bes socioecondmicas e acesso a assisténcia médica (PINTO;
ZAGO, 2007).

Os haplétipos da regido dos genes da globina B° possuem papel importante na
determinacdo da gravidade da doenca, pois influenciam nos niveis HbF; sdo caracterizados
por sequéncias de bases nitrogenadas que compde o DNA do grupamento de genes (cluster)
que orientam a sintese dessas proteinas, e sua determinacdo se faz por meio de técnicas de
Biologia Molecular, utilizando-se variedade de enzimas de restricdo que se diferenciam pela
especificidade em fragmentar o DNA conforme sequéncia de bases nitrogenadas
reconhecida. Assim, com a utilizacdo de técnicas de Biologia Molecular no estudo da
anemia falciforme, tornou-se possivel conhecer cinco haplétipos de HbSS, denominados
conforme a origem de sua procedéncia geografica: Asiatico (ou Indiano-Asiatico), Senegal,
Benin, Bantu ou CAR, e Camardes. A partir da identificacdo de haplotipos obtiveram-se
embasamentos para admitir que a origem da HbS foi de carater multirregional (NAOUM,
1997; NAOUM, 2000).

Os haplotipos séo relevantes tanto para o esclarecimento da diversidade clinica da
anemia falciforme, quanto para os estudos sobre a origem étnica da populagdo. Assim, o

hapldtipo Senegal, raro no Brasil, esta associado a niveis elevados de HbF, engquanto o
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hapldtipo Arabe-Indiano, que quase ndo ocorre no Brasil, tem os niveis mais elevados de
HbF e corresponde & forma mais benigna de anemia falciforme. Portanto, a partir do
exposto, observa-se que a gravidade e a evolucédo clinica da anemia falciforme no Brasil,
podem ser divergentes quando comparadas a outros paises (ANVISA, 2002; PINTO;
ZAGO, 2007).

Os pacientes ttm grande morbidade e mortalidade, por causa principalmente das
crises dolorosas vasos-oclusivas e infartamento de Orgdos vitais que comprometem a
qualidade de vida do individuo. Em se tratando de criangas, ha ainda outras complicacdes
devido ao menor calibre de seus vasos facilitarem o seu entupimento, podendo causar
complicacdes como crise de infarto dsseo, sindrome toracica aguda, acidente vascular
encefalico, entre outras (SILLA, 1999).

Um dos primeiros sintomas é a anemia hemolitica que é ocasionada pelo declinio dos
niveis de hemoglobina fetal logo ap6s o sexto més de vida pos-natal. A HbF, sintetizada
pelos genes gama (y), encontra-se elevada no periodo fetal com concentracdes que variam
entre 90 e 100%, diminuem para 0 a 2% ap6s o0 sexto més de vida. Ela é um importante fator
de protecdo contra fendmenos de falcilizacdo, em virtude de possuir maior afinidade pelo
oxigénio e ndo se polimerizar em baixa tensdo de oxigénio como ocorre na Hb S (NAOUM,
1997; PINTO; ZAGO, 2007; MOUSINHO-RIBEIRO et. al., 2008).

A variabilidade clinica da doenca falciforme depende dos fatores adquiridos
(haplotipos e associagdo com outras hemoglobinopatias) e de fatores ambientais, como: o
nivel socioecondbmico, 0 acesso a assisténcia médica e a prevencdo contra infeccoes.
Segundo dados do IBGE, a populacdo de etnia negra € a que possui menor nivel sécio
econémico, sem falar na falta de conhecimento durante o atendimento realizado por
profissionais despreparados para com portadores do HbSS (ASHLEY-KOCH et al, 2000;
FRY, 2005).

A taxa de mortalidade entre criancas menores de 5 anos com Anemia Falciforme
varia entre 25 a 30%, sendo que a maioria é causada por infeccBGes fatais, sequestro
esplénico ou crises aplasticas (INIGUEZ et. al., 2003)

Assim como em outras doencas cronicas, pacientes com anemia falciforme tem
dificuldades de adaptacdo emocional, social e académica; causando dificuldade de
relacionamento familiar, na interagdo com o0s colegas, no rendimento académico e no
desenvolvimento de uma imagem positiva. As repetidas crises de dor e internagcbes podem
levar o paciente a depressdo, ansiedade, comportamento agressivo e ao medo (SANTOS;
MIYAZAKI, 1999)



11

Apesar da inclusdo das hemoglobinopatias na fase Il do Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) a partir da portaria n® 822/01 do Ministério da Saude, vé-se que
nem todos os estados do Brasil aplicam da fase II do “teste do pezinho”, uma parte ainda
utiliza apenas a fase I, esta por sua vez nao possui a deteccdo das hemoglobinopatias. 1sso
demonstra as peculiaridades que o sistema publica de salude tem em cada regido do Brasil
(RAMALHO et. al., 2003).

O estado do Amapa ainda ndo possui a fase Il do PNTN. Observa-se que o
diagnostico tardio da doenca é fator agravante, tendo em vista que piora a taxa de
sobrevivéncia e a qualidade de vida dos doentes falciforme. As constantes crises de dor, as
internacdes hospitalares e as consultas méedicas fazem com que os pacientes ndo consigam
manter um emprego regular, tornando-os inativos ou exercem atividades ndo remuneradas
(SILVA et. al., 1993).

A populagdo amapaense tem em sua fundacdo historica a presenca de negros
oriundos da Africa, principalmente no periodo da construcio da Fortaleza de S&o José de
Macapa. Tal origem infere grandemente na prevaléncia de pessoas com HbS no estado do
Amapa. Foi visto anteriormente que a anemia falciforme causa diminui¢do da qualidade de
vida e morbi-mortalidade elevada devido a multiplicidade de suas manifestacdes clinicas,
ocasionando o aumento da demanda de pacientes atendidos nos hospitais publicos do estado.
O comprometimento de regibes diferentes do corpo dificulta o diagnostico da doenca, pois
muitas das vezes o doente é encaminhado aos médicos da especialidade da regido afetada, e
ndo ao hematologista. O presente estudo tem por principal objetivo associar as
manifestacdes clinicas de pessoas com anemia falciforme do estado do Amapa com seus
respectivos hapldtipos, para que, com essas informacdes, seja direcionado um tratamento
mais eficaz melhorando a qualidade de vida do doente e diminuindo a demando dos

hospitais.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Relacionar as manifesta¢@es clinicas com os haplétipos da anemia falciforme

2.2 Objetivos especificos
a) concatenar as manifestacGes clinicas de pacientes com anemia falciforme com seu

haplétipo;
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b) associar os resultados da hemoglobina fetal com os haplétipos caracterizado e suas
manifestacdes clinicas.
3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. ESTRUTURA E ORIGEM DA HEMOGLOBINA NORMAL

A hemoglobina (Hb) é uma proteina presente nos eritrocitos dos mamiferos com
funcdo primordial de transportar o oxigénio (O2). A molécula de hemoglobina humana é
formada por diferentes tipos de cadeias: a (alfa), B (beta), y (gama), 6 (delta), € (épsilon) e &
(zeta); as quais constituem um tetrdmero de polipeptidios de globina formado por duas
cadeias o mais duas cadeias ndo-a. A ponte de ligacdo quimica ¢ um nucleo prostético de
ferro, a ferroprotoporfirina IX (conhecido como “heme”), o qual tem a propriedade de

receber, ligar e/ou liberar 0 O, nos tecidos (Figura 01) (NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Figura 01 — Estrutura da cadeia peptidica da hemoglobina.
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Fonte: adaptado de http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/chemistry/hemoglobin.jpg

Os genes envolvidos na génese das cadeias globinicas sdo regulados por
agrupamentos (clusters) presentes nos cromossomos 16 e 11. Em um segmento de DNA de
35kb presente no brago curto do cromossomo 16 localizam-se 0s genes importantes para
sintese da hemoglobina: o gene zeta (§) que codifica a cadeia globinica &; dois pseudogenes
(V€ e ya); e os genes alfa 1 (al) e alfa 2 (02), estes por sua vez codificam as cadeias
globinicas alfa (BRASIL, 2002; NETO; PITOMBEIRA, 2003).

No cromossomo 11, 0s genes que interessam para a formacdo da hemoglobina s&o:
os genes ¢ (épsilon), gama glicina-yG, gama adenina- y*, um pseudogene WP e os genes &

(delta) ¢ B (beta) (BONINI-DOMINGOS et. al., 1997).
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Sao produzidas diversas hemoglobinas desde o periodo embrionéario até a fase adulta
(Figura 02). Em um individuo adulto normal, os eritrocitos sao compostos por 96-98% de
hemoglobina A; 2,5-3% de hemoglobina A, e 0-1% de hemoglobina fetal (BRASIL, 2002;
NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Figura 2 — Tipos de hemoglobina de acordo com seu periodo de producdo e composicao da
cadeia globinica.

Tipo de Periodo preponderante Cadeias

hemoglobina de sintese globinicas

Gower-1 Embrido/até 3° més EpEn
de gestacio

Portland Embrido/até 32 més Eoxvo
de gestacio

Gower-2 Embrido/até 3° més CLoEp
de gestacio

Hb Fetal Feto/até 62 més de vida Loy m

HbA, Feto/vida adulta e Y

HbA Vida adulta ctoPs

Fonte: NETO; PITOMBEIRA, 2003.

O gene ¢ ¢é expresso na fase embrionaria, enquanto os genes g (gama-alanina) e g°
(gamaglicina) sdo caracteristicos do periodo fetal. Os genes o e B sdo atuantes a partir do
periodo fetal e se expressam por toda a vida apds o nascimento. Pelo fato da espécie humana
ser dipldide, podemos representar a presenca normal dos diferentes genes para um individuo
da seguinte forma: B/B, y/y, 6/0 e alo2/ala2 (NAOUM, 1997; NETO; PITOMBEIRA,
2003).

Variantes estruturais raras se originam da delecdo de um nucleotideo, o que resulta em
um desvio da fase de leitura no sentido descendente, com consequente alteracdo da
sequiéncia de aminoéacidos ou, por outro lado, extensdo da cadeia polipeptidica porque o
cédon da terminacdo estd alterado. Dependendo do tipo e do local onde ocorre uma
substituicdo de aminodcido em uma cadeia de globina, esta podera ou ndo alterar o
comportamento da molécula de hemoglobina. Se a anormalidade estrutural produz
manifestacdes clinicas, o individuo apresenta uma hemoglobinopatia. Mutagdes que alteram
quantitativamente a sintese de uma das cadeias da globina originam as sindromes
talassémicas (RAPAPORT, 1990; LEE et. al, 1998; SILVA, 2006).

H& quase 600 variantes de hemoglobina ja descritas, porém, poucas estdo associadas a
manifestacdes clinicas e alteracbes hematoldgicas. O melhor exemplo é a hemoglobina S
(OSORIO; ROBINSON, 1993).
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3.2 ALTERAC}OES MOLECULARES, ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DA
HEMOGLOBINA S

A substituicdo do acido glutamico, na 6% posicdo da cadeia beta, pela valina gera
diversas modificacOes estruturas e funcionais na molécula da hemoglobina. A Hb S possui
uma mobilidade mais lenta quando comparada com a Hb A em eletroforese de pH alcalino,
devido a valina ser um aminoacido neutro enquanto que o acido glutdmico é carregado
negativamente. Vale ainda lembrar que a carga negativa do &cido glutdmico auxilia no
afastamento das moléculas de hemoglobina, enquanto que a carga neutra da valina favorece
a polimerizacdo, sob a condicéo de baixo teor de oxigénio (BONNINI-DOMINGOS et. al.,
1997 NAOUM, 2000).

A polimerizacdo provoca alteracdo na forma do eritrocito quando este nao esta ligado
a molécula de oxigénio, onde ele deixa de ser um disco biconcavo e passa para a forma de
foice. Essa polimerizacdo é dependente da concentracdo de Hb S e podem ser mediadas pela
desidratacdo das células e perda de oxigénio, ou seja, quanto mais desidratada e/ou maior
perda de oxigénio mais densa € o eritrocito, isso facilitaria o processo da falcilizacéo (figura
03) (DOMINGOS et. al., 1997).

Figura 03 — Alteracdo estrutural de um eritrécito em foice quando desoxigenado.

Fonte: NAOUM, 2000.

O alongamento do eritrocito provocado pela polimerizagdo da HbS altera a
estabilidade da bomba de sdédio e potassio com consequente perda de potassio e agua, e

aumento da concentracdo de Hb S. Outra consequéncia € o aumento da concentracdo
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intracelular de célcio pela faléncia da bomba de calcio/ATPase e aumento da permeabilidade
da membrana a esse ion. Fatos esses deletérios sdo as principais causas da irreversibilidade
dos eritrocitos falcémicos (NAOUM, 2000).

Alteracdes na membrana eritrocitaria sdo caracterizadas por desarranjos das proteinas
espectrina-actina, diminuicdo das glicoproteinais, geracdo de radicais livres oxidantes e
orientacdo anormal dos fosfolipideos. Apresenta deformagfes sob forma de escavagdes na
membrana dos eritrocitos, alterando a plasticidade tornando-os com maior possibilidade de
aderirem ao endotélio, aderéncia essa também causada pela fosfatidil serina esta localizada
externamente nos eritrocitos falcémicos enquanto que o normal seria estar internamente na
membrana (BONNINI-DOMINGOS et. al., 1997; NAOUM, 2000).

Sem as anormalidades estruturais, a hemoglobina € uma proteina respiratéria
presente no interior dos eritrocitos (células arredondadas e flexiveis) dos mamiferos que tem
como principal funcéo o transporte de oxigénio (O2) por todo o organismo. Sua estrutura é
de uma proteina esférica formada de quatro cadeias polipeptidicas bastante semelhantes
entre si e, quatro grupos heme, nos quais os atomos de ferro estdo no estado ferroso (Fe2 +).
A porcdo protéica — chamada globina — consiste de duas cadeias o (cada uma com 141
residuos de aminoacidos) e duas cadeias B (cada uma com 146 residuos de aminoacidos)
(NETO;PITOMBEIRA, 2003; VALTER, 2006).

Por ser uma anomalia da globina beta, as caracteristicas clinicas da anemia
falciforme sdo percebidas apds a estabilizacdo da producdo das globinas, fato que ocorre por
volta do sexto més de vida, pois até este periodo, o gene da cadeia beta (B) globinica ¢
expresso com pouca intensidade, sendo que por volta do sexto més ocorrera uma mudanca
(switch), quando a sintese de cadeia gama (y) € largamente substituida pela sintese de cadeia
B, dando origem a produ¢do da hemoglobina A (a2/B2), no entanto, na anemia falciforme
serdo sintetizadas hemoglobinas anormais HbS (NAOUM, 2000; NETO;PITOMBEIRA,
2003).

A hemoglobina mutante (02/BS2 ou Hb S) possui propriedades fisico-quimicas
bastante diferentes da hemoglobina normal devido a perda de duas cargas elétricas por
molécula de hemoglobina (NETO;PITOMBEIRA, 2003).

As moléculas quando desoxigenadas, se organizam em longos polimeros de
filamentos duplos, que por sua vez, associam-se em feixes com um duplo filamento central
rodeado de seis filamentos duplos de polimeros. Esses feixes de “cristais” dentro das
hemécias podem ser vistos & microscopia eletrénica e determinam deformacdes das células.

A deformacdo mais conhecida é provocada por feixes de polimeros organizados mais ou
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menos paralelamente, dando a hemdacia uma forma alongada conhecida por “hemécia em
foice” ou “falcizada”. A formagdo de polimeros de HbS dentro das hemécias tem como
conseqliéncia multiplas alteragdes da celula, sendo as mais importantes: o efluxo de
potassio, 0 aumento do calcio intracelular e da membrana, a formacdo de polimeros da
hemoglobina com proteinas da membrana e a exposicdo de moléculas de adesdo da
membrana celular (Figura 04) (PINTO; ZAGO, 2007).

Figura 04 — Processo de inducdo a falcizacdo das hemacias pela polimerizagdo da
desoxiemoglobina diante da baixa concentracdo de oxigénio.

GAG : GTG
AC. GLUTAMICO VALINA
OXIGENACAO DESOXIGENACAQ

Tetrameros de Hb S Polimeros de Hb S
Solaveis dispostos em Fibras

Fonte: LOBO et. al. 2007.

A membrana € desta forma, o principal espelho onde se refletem alteracGes
moleculares que estdo ocorrendo no interior da célula. Essas modificacbes tém
conseqliéncias que as amplificam, levando as manifestacGes clinicas: a) provocam um
aumento da adesdo de hemacias ao endotélio, desencadeando fenémenos inflamatérios que
influenciam também os granulécitos e plaquetas; b) enrijecem a membrana e toda a hemécia,
encurtando sua sobrevida em circulagéo; c) provocam lesdes microvasculares; d) causam
deplecdo de d6xido nitrico que contribui para vasoconstricdo e ativacdo da inflamacéo; e)
ativam a coagulacdo. Esses fendmenos resultam em dano celular irreversivel, traduzido
clinicamente pelo surgimento dos sinais e sintomas da doencga (Figura 05) (LOBO et. al.,
2007; PINTO; ZAGO, 2007).
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Figura 05 — Eritrocito normal e um com HbS oxigenado, o qual apresenta as escavacdes
devido deformac6es sofrida.

Fonte: NAOUM, 2000.

3.3 HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias compreendem um grupo de doencas genéticas caracterizadas
por alteracBes na porcdo protéica da molécula de Hb, sendo classificadas em estruturais ou
de sintese. As hemoglobinopatias estruturais sdo decorrentes da presenca de mutacdo
pontual, insercdes e delecdes de nucleotideos que ocorrem em regides codificantes dos
genes da globina, levando a substituicdo de aminodcidos na cadeia polipeptidica
(BUNN,1997; SONATI; COSTA, 2008).

As hemoglobinopatias de sintese, denominadas talassemias, sdo decorrentes da
auséncia ou redu¢do de um ou mais tipo de cadeia da globina a, B, y ou 6, desequilibrando as
suas quantidades relativas, sendo as talassemias o e P as mais comuns, uma vez que
compdem as hemoglobinas presentes na vida adulta (SONATI; COSTA, 2008). Nas
sindromes talassémicas as cadeias produzidas em quantidades normais podem formar
tetrdmeros que precipitam e lesam a membrana do eritrécito, promovendo a sua destruicdo
prematura. A hemoglobinizacdo deficiente resulta em hipocromia e microcitose dos
eritrocitos, que sdo sinais caracteristicos desse grupo de doengas (NUSSBAUM et al., 2008;
SHAH, 2004; WENNING & SONAT]I, 2007).

Foram descritas mais de 1200 mutagdes nos genes da globina, entre as variantes
estruturais mais frequentemente encontradas estdo as Hb S (HbB; glu6val), C (HbB;
glublys), D (HbB;glul21gin) e E (HbB;lys26glu) (SILVA; YAMAGUCHI, 2007), sendo
que a Hb S, seguida da Hb C s&o as mais frequentes na populacdo brasileira (ZAGO et. al,
2000).
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A distribuicdo das hemoglobinopatias variantes varia de acordo com as populagdes
estudadas, sendo que a miscigenacdo racial caracteristica da populagdo brasileira é um fator
que deve ser levado em consideracao quando se analisa a prevaléncia das doencas falciforme
(DF) (BRANDELISE; CZERESNIA., 2004).

3.4 HEMOGLOBINOPATIA SC

A Hb C é decorrente da mutacdo pontual GAG>AAG no gene da globina S, que leva a
substituicdo do acido glutamico por lisina; esta variante da hemoglobina proporciona a
formacdo de cristais intraeritrocitarios (COSTA, 2001; ZAGO, 2001). A doenca da
hemoglobina C (HbCC) é caracterizada pela homozigose da Hb C, que apresenta quadro
clinico de hemolise cronica e hepatoesplenomegalia; os individuos heterozigotos HbAC
possuem o traco C (ZAGO et. al., 2000; RAMALHO,2003).

A hemoglobina C pode formar heterozigoto duplo com outras Hb variantes como a
HbS, esta ndo participa da formacdo do polimero de HbS quando desoxigenada, por isso 0s
individuos com HbSC tém evolucdo clinica menos grave que os individuos com anemia
falciforme (AF). Estes individuos apresentam quase todas as complicacdes clinicas da AF,
tais como susceptibilidade a infeccbes e crises de vaso-oclusdo, sendo que o
comprometimento oftalmoldgico pode ser até mais frequente na HbSC do que na AF
(ZAGO et al., 2000).

Dentre os individuos com DF as alteracdes fundoscépicas oculares sdo mais
frequentes em individuos com HbSC do que nos AF, sendo que a causa nao esta
completamente elucidada. Existe a hipGtese de que essas alteragcBes ocorram devido ao
aumento da viscosidade sanguinea, uma vez que nos individuos com AF a anemia é mais
grave, tendo um efeito protetor contra eventos vaso-oclusivos no olho; ja os individuos
HbSC apresentam anemia moderada, com viscosidade sanguinea elevada, quando
comparados aos AF, o que favoreceria 0 evento vaso-oclusivo retiniano recorrente e suas
consequéncias, como isquemia, neovascularizagdo, hemorragia vitrea, proliferacdo
fibrovascular e descolamento de retina (BISOL et al., 2000).

A Hb C em heterozigose apresenta prevaléncia de 3% entre afro-americanos e a
doenca por hemoglobina C (homozigoto) em 1/6.000 (NAGEL; STEINBERG, 2001). No
Brasil a Hb C é a segunda hemoglobina variante mais comum, Azevedo e colaboradores em
1980 estudando criancas em idade escolar na Bahia encontraram a frequéncia de 2,2 a 5,2%
para a HbC; Adorno e colaboradores em 2005 descreveram a frequéncia de 6,5% para HbC

estudando recém-nascidos da Maternidade Publica Tsylla Balbino em Salvador na Bahia.
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3.5 HEMOGLOBINOPATIA S

A Hb S é resultado da mutacdo pontual no sexto cédon do gene da globina j,
GAG>GTG, o que leva a substituicdo do acido glutdmico por valina. A Hb S apresenta
estabilidade e solubilidade diferente quando submetida a concentracGes baixas de oxigénio,
tendendo a se polimerizar e formar feixes, o que leva a deformacdo e enrijecimento da
membrana do eritrécito, compreendendo o fenémeno de falcizacdo (BACKES et al., 2005).
Os individuos homozigotos para a hemoglobina S (HbSS) possuem a AF, que €
caracterizada por 80% ou mais de HbS e presenca de anemia hemolitica grave com
manifestagdes clinicas heterogéneas; os heterozigotos possuem o trago falciforme ou HbAS,
com 20 a 45% de HbS, sendo assintoméaticos (WEATHERALL & PROVAN, 2000; ZAGO,
2001).

A doenca falciforme (DF) € o termo utilizado para definir o grupo de doengas que tem
como caracteristica comum a presenca da hemoglobina variante S. As DFs incluem a
anemia falciforme (HbSS) e as situacbes em que a HbS se combina com outras
hemoglobinas variantes e de sintese, como ocorre com a S-beta talassemia (S/B tal), a
doenca SC, doenca SD e a HbS-persisténcia hereditéaria de Hb fetal (S/PHHF) (ZAGO et al.,
2001).

3.6 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme é uma doenca genética com heranca autossdmica recessiva
caracterizada pela homozigose da hemoglobina S. A criar uma projecdo hidrofobica nos
tetrameros de Hb S ap6s a desoxigenacdo. A interagdo dos tetrameros resulta na formacao de
polimeros ou fibra de Hb S nos eritrdcitos, que se tornam rigidos e passam a apresentar a
forma de foice (WU et al., 2006; ALABDULAALLI, 2007).

O fenbmeno de falcizacéo € reversivel, porém depois de repetidos eventos, o eritrocito
perde a flexibilidade, tornando-se irreversivelmente rigido e distorcido (foice). Os eritrécitos
irreversivelmente falcizados apresentam alteragdes nas proteinas de membrana, interacdo
ativada com o endotélio vascular, plaquetas, leucdcitos, fatores da coagulagdo e citocinas,
fatores que contribuem para a obstru¢do vascular e isquemia e consequentemente para a
ocorréncia de crises dolorosas e hemdlise intra e extravascular (BUNN, 1997; NOGUCH et
al., 2003; MONTALEMBERT, 2008).

Assim, o traco falciforme ou heterozigose para hemoglobina S corresponde a uma
condicdo em que o individuo herda de um dos pais o gene para hemoglobina A e do outro o

gene para a hemoglobina S. Os individuos heterozigotos (HbAS) ndo apresentam nenhuma
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anormalidade hematoldgica e clinica, sendo que os sinais clinicos associados ao trago
falciforme, s6 ocorrem sob condi¢fes que propiciam o processo de falcizagdo, como
hipdxia, acidose e desidratacdo, portanto a expectativa de vida é semelhante a da populagédo
geral (FERRAZ; MURAO, 2007; WATANABE, 2007).

Percebe-se que pela alta freqliéncia do gene HbAS na populagdo, é comum a unido
dessas pessoas entre si, geralmente sdo casais portadores do tragco falciforme que
desconhecem tal condicdo genética e possuem a probabilidade de 25% a cada gestacdo,
gerarem filhos com anemia falciforme (WATANABE, 2007).

Figura 06 — Probabilidade de geracédo de filhos com o gene da Anemia Falciforme

Os individuos heterozigotos para a hemoglobina S possuem um percentual de
hemoglobina andmala que varia de 22 a 45% da hemoglobina total, enquanto que um
individuo homozigoto tem quase que sua totalidade de hemoglobina andmala. Ha
controversas se esse percentual de hemoglobina S em individuos heterozigotos causa ou ndo
sintomas, no entanto, a opinido mais comum é que essas complicacbes ocorram muito
raramente, pois o baixo potencial de falcilizacdo dos eritrécitos nos AS exige fatores
desencadeantes (hipdxia, acidose, desidratacdo) muito intensos (SILVA; RAMALHO,
1997).

Uma medida para tentar conter o aumento de pacientes com a doenca falciforme é o
aconselhamento genético. Essa ferramenta é a mais importante no campo das doencas
hereditarias, tendo em vista abordarem aspectos educacionais e reprodutivos em pacientes
com traco falciforme. Quando ha a unido entre casais com traco AS, o aconselhamento
genético orienta-os sobre os riscos de se ter uma crianca com anemia falciforme, e se, por
ventura, vierem a ter um descendente, detectar precocemente para saber se herdou a doenca
para que o tratamento seja iniciado rapidamente (GUIMARAES; COELHO, 2010).

3.7 EPIDEMIOLOGIA DA HEMOGLOBINA S

A hemoglobina S é mundialmente distribuida apresentando frequéncia elevada na
Africa, principalmente na regido Centro-Ocidental, Sul e Atlantico-Ocidental com
frequéncia génica de 0,12 a 0,14 no Congo e 0,1 no Senegal (LEE, et. al., 1998); também é
encontrada em paises do Mediterraneo, na Aréabia Saudita e india. Na América Latina e
Estados Unidos cerca de 8% dos descendentes de negros é portador da HbS, estimando-se a

incidéncia de 1/625 nascidos com doenca falciforme nos Estados Unidos (ZAGO, 2001).



21

A distribuicdo da HbS é heterogénea entre os estados brasileiros. No Sul e Sudeste do
Brasil observam-se frequéncias menores que no Nordeste. Ramalho em 1986 estudando a
populacdo negrdide de Sdo Paulo descreveu a frequéncia de 6,6% para os heterozigotos
HbAS. Brandelise, em 2004, ao realizar a triagem neonatal em Campinas - SP, descreveu a
incidéncia de 0,02% para DF do tipo HbSS e HbSC. A frequéncia de 0,09% para 0s
heterozigotos AS foi descrita em doadores de sangue descendentes de italianos da regido Sul
(LISOT & SILLA, 2004). No Nordeste brasileiro observa-se prevaléncia elevada para a AF.
Em Natal, Rio Grande do Norte, Araujo e col., em 2004, descreveram a frequéncia de 1,5%
para individuos AS e a incidéncia de 0,05% para a AF em recém-nascidos.

A Bahia apresenta a frequéncia brasileira mais elevada para a HbS. Azevedo em 1980
estudando criancas em idade pré-escolar descreveram a frequéncia de 7,4% para individuos
AS; Adorno e col. em 2005 observaram ao estudarem recém-nascidos, a frequéncia de 9,8%
para 0 genotipo AS; a incidéncia de 0,9% para a doenca SC e de 0,2% para AF.

Cancado e Jesus (2007) compilaram os dados epidemioldgicos fornecidos pelo
Ministério da Saude referentes a DF, onde se observou numero maior de individuos

heterozigotos nas regides onde o trafico de escravos foi mais intenso (Figura 07).

Figura 07 - Distribuicdo da Doenca e Traco Falciforme em alguns Estados brasileiros.
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Fonte: BALDIN et al., 2011.
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Assim, verifica-se que a distribuigdo do gene BS ¢ bastante heterogénea no Brasil.
Com base nos dados do programa nacional de triagem neonatal (PNTN), estima-se a
existéncia de 25.000 a 30.000 pessoas com doenca falciforme no Brasil, e 0 surgimento de
3.000 novos casos anualmente, por conseguinte, fundamentando-se nestes dados, pode-se
afirmar que as doencas falciformes sdo problemas de saude publica no Brasil (Figura 08)
(BRASIL, 2008; MANFREDINI; ZANATTA, 2009).

Figura 08 — Prevaléncia estimada do gene S no Brasil
DOENCA FALCIFORME NO BRASIL

» Traco Falciforme (Hb AS)

Nascimento anual: 180.000

» Doenca Falciforme
Casos estimados: 25.000 a 30.000
Numero de casos novos por ano: 3.000

Fonte: BRASIL, 2008.

Tabela 01- Proporc¢do de nascidos vivos diagnosticados com doenca falciforme de acordo
com o programa de triagem neonatal

Estados Proporcao/Nascidos

Vivos

Bahia 1:650

Rio de Janeiro 1:1.200

Pernambuco, Maranhdo, Minais Gerais e Goias 1:1.400

Espirito Santo 1:1.800

Sao Paulo 1:4.000

Mato Grosso do Sul 1:5.850

Rio Grande do Sul 1:11.000

Santa Catarina e Parana 1:13.500

Fonte: SIMOES et al., 2010.

Afetando parcela significativa da populacdo brasileira, a anemia falciforme ocorre

também em populacdes ndo afrodescendentes, caracterizando-se como doenca
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eminentemente geografica, que afeta populaces da Africa, do Mediterraneo e/ou da Asia,
sendo possivelmente produto de uma bem sucedida estratégia evolucionaria humana para

lidar com a malaria causada pelo Plasmodium falciparum (CAMPBELL et. al., 1996).

3.8 FATORES MODULADORES DA ANEMIA FALCIFORME

Nos individuos com AF ha fatores genéticos que sdo considerados moduladores da
gravidade da doenca por influenciarem o0s niveis intra-eritrocitario de Hb S, entre eles
encontram-se a talassemia alfa, a concentracdo de hemoglobina fetal e o tipo de hapl6tipo
ligado ao grupo de genes da globina BS (ZAGO et al., 2007).

3.8.1 Talassemina Alfa

A talassemia a ¢ uma hemoglobinopatia de sintese, onde ocorre a diminuigdo ou
auséncia das cadeias o, devido a delegdes ou mutagdes nos genes responsaveis pela sintese
destas cadeias. A presenca da talassemia o em individuos com AF reduz a disponibilidade
desta cadeia reduzindo sua incorporacdo na molécula de HbS, com reducdo de sua
concentracdo. Esses individuos tém taxa menor de hemolise, concentracéo elevada de Hb e
expectativa maior de vida quando comparado com individuos com AF que ndo apresentam
talassemia, com eritrécitos menos desidratados e mais flexiveis (STEINBERG;
RODGERSA, 2001; STEINBERG, et. al., 2005).

Os individuos normais apresentam quatro genes que codificam as cadeias a, a
talassemia o pode ser decorrente de delecdes ou mutagdes pontuais nos genes al e /ou a2. A
talassemia o+ ¢ representada pela perda de um dos genes a em pelo menos um dos
cromossomos (—a/aa) e na talassemia a0 ha a perda de dois genes oo no mesmo cromossomo
(—/aa) (LEONOVA et al., 1996; CANCADO, 2009). Os eventos de recombinacdo génica
(crossing over desigual) que ocorrem durante a meiose podem levar a delecdo de um
cromossomo o (—a) e triplicacdo no outro (aaa) devido a similaridade entre os genes a. Dois
tipos de delecdo sdo mais frequentes na talassemia 02, a de 3,7 kilobases (Kb) e a de 4,2 Kb
(THOMPSON et al., 2004). A delecdo de 3,7 kb é encontrada no mundo inteiro, sendo a
mais prevalente no Africa, india, no Nepal, na Sardenha e em muitas outras populacdes,
como as do Mediterraneo, China e outras da Asia Oriental. A dele¢do a4.2 Kb também tem
distribuicdo mundial, apesar de ser mais comumente encontrada na india, Melanésia,
Tailandia e outras populagdes do sudeste asiatico (HUISMAN et al., 1987; WEATHERALL
etal., 2010).

A incidéncia da talassemia o é elevada na Asia, Oriente Médio, Oceania, Mediteraneo

e Africa. A talassemia a 3,7Kb é a mais frequente, sendo que no Brasil foi descrita uma
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frequéncia de 20 a 25% na populacdo negréide do sudeste por Sonati e col. (1994); na
Bahia, Albuquerque (2002) descreveu a frequéncia de 19,3% para a talassemia a2 3,7Kb e
0,51% para talassemia a2 4,2Kb em gestantes baianas; Couto e col. (2003) estudando
gestantes com perfil de Hb AC e AA, encontraram a frequéncia de 23% para a talassemia o2
3,7Kb (LEONOVA et al., 1996).

3.8.2 Hemoglobina Fetal

A hemoglobina fetal (HbF) é formada pelas cadeias globinicas y* e y® que diferem
quanto ao aminoacido presente na posi¢do 136, podendo ser alanina ou glicina. A propor¢do
de cadeias y" ou y® ¢ constante durante o desenvolvimento fetal, com cerca de 75% de y© e
25% de y". Entretanto, no adulto a quantidade de cadeias y da HbF é composta
principalmente de 60% de y* versus 40% de y® (JENSEN et al., 1982).

A contribuicdo das cadeias y© ¢ y* da HbF na prevencdo do processo de falcizacéo
parece ser diferente. A presenca da alanina em substituicdo a glicina na posicdo 136 da
cadeia polipeptidica interfere com a interagdo entre a cadeia y ¢ a cadeia BS devido a
flexibilidade reduzida da cadeia yA . Logo, a y* é menos efetiva que a yG na prevencdo da
polimeracéo da cadeia BS (BHAUMIK, 1994; STUART; NAGEL, 2004).

A HbF é considerada como fator modulador de progndstico importante para a AF,
sendo que a presenca de alelos que determinem elevac@es ligeiras nos niveis de HbF esta
associada a manifestacdes clinicas mais brandas da doenca, com reducao das crises de dor e
internacbes (ZAGO et al.,2001; PINTO; ZAGO, 2007). A hemoglobina fetal forma o
hibrido assimétrico com a hemoglobina S (a2pS), sendo que este interage com os sitios de
estabilizacdo dos polimeros de HbS desoxigenada, inibindo a sua formacdo (STUART;
NAGEL, 2004).

3.8.3 Oxido Nitrico

A hemoglobina liberada no plasma pela destrui¢do dos eritrécitos converte o éxido
nitrico (NO) em nitrato inativo. E liberado ainda a arginase que destr6i L-arginina, substrato
para a produgdo de NO, contribuindo para diminuicdo da concentragdo do NO. O NO é um
importante cofator da enzima guanilato-ciclase a qual é responsavel pela conversdo de
trifosfato de guanosina (GTP) em monofostato de guanina ciclica (cGMP) que leva ao
relaxamento dos musculos lisos vasculares e vasodilatacdo. A baixa bioatividade do NO leva

ainda ao aumento da ativacdo plaquetéaria e a adesdo de moléculas ao endotélio, diminuindo
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assim o lumen dos vasos facilitando o fendmeno da vaso-oclusdo (Figura 09)
(FIGUEREDO, 2007).

Figura 09 — Contribuicdo da hemdlise para a fisiopatologia da anemia falciforme pela
reducdo da biodisponibilidade do éxido nitrico.
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Fonte: Adaptado de KATO; MACKA 2006.

3.8.4 Haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta-S

Outro fator modulador da AF € a presenca de haplétipos ligados ao grupo de genes da
globina S, que séo definidos como a associacdo ndo randdmica de varios sitios para
endonucleases de restricdo localizados ao longo do grupo de genes da globina gS. Os
haplotipos estdo classificados em cinco diferentes tipos de acordo a regido geografica de
origem, o Benin (Ben) descrito na Africa Ocidental; o Bantu ou RepUblica Centro Africana
(Car) na Africa Oriental e Centro-Sul; o Senegal (Sen) na Africa Atlantico Ocidental; o
india-Arabia Saudita (Saudi) na india e Peninsula Arabica Oriental e o0 Camardes (Cam) na
Costa Ocidental Africana (Sutton et al., 1989).

O tipo do haplotipo tem sido frequentemente relacionado as concentracfes de Hb F e
ao quadro clinico apresentado pelos individuos com AF. O hapldtipo Sen esta associado a
concentragdes elevados de HbF (>15%) e ao curso clinico menos grave; o haplotipo Saudi a
concentragdes elevadas de HbF e ao curso clinico heterogéneo; o Ben a concentracfes de
HbF entre 5 e 15% e ao curso clinico intermediario; o Car estd associado a niveis
diminuidos de HbF (<5%) com curso clinico mais grave (STUART; NAGEL,2004).
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3.8.5 O estado inflamatorio na Anemia Falciforme

A patogénese da AF tem sido atribuida a passagem dos eritrocitos falcizados pelos
vasos, 0 que leva a diminuicdo no fluxo sanguineo em decorréncia do empilhamento das
hemaécias em foice ou ao aumento da adesdo das hemécias as células endoteliais, a0 mesmo
tempo em que desencadeia os fendmenos inflamatorios, alteracbes de coagulacdo e
mobilizacdo de células inflamatérias agudas (granulécitos) e cronicas (mondcitos),
favorecendo desta forma a ocorréncia de eventos de vaso-oclusdo (ZAGO et al., 2007). O
fendmeno de falcizacdo das hemacias é bem discutido na literatura cientifica, e ha
evidéncias que varios eventos inflamatdrios estejam envolvidos neste processo, incluindo o
aumento nos niveis de citocinas inflamatorias e antiinflamatérias; 0 aumento na expressao
de moléculas relacionadas a adesdo celular (ICAM, VCAM, Integrinas e P-selectinas); a
adesdo ao endotélio de neutrofilos polimorfonucleares ativados; a participacao das plaquetas
ativadas e a presenca de biomarcadores inflamatorios, como a proteina C reativa e
prostaglandinas. Estes fatores contribuem para a ocorréncia de vaso-ocluséo e lesdo cronica
de orgdos, favorecendo a producdo aumentada de eritrocitos falcilizados. (FRANCIS &
HAYWOOD, 1992; HEBBEL, 1997; ASLAN et al., 2000; GLADWIN; JISON, 2003).

3.9 MANIFESTAGOES CLINICAS E COMPLICAGOES

A anemia falciforme é caracterizada por manifestaces clinicas heterogéneas, com
anemia hemolitica grave, retardo no crescimento e desenvolvimento e lesdes em diversos
6rgdos, como consequéncia de episddios intermitentes de vaso-oclusdo que levam ao dano
tecidual por isquemia e reperfusdo e ao grau variavel de hemoélise (BENDER; HOBBS,
2009; BUCHANAN et al., 2012).

As hemacias de individuos com AF, quando submetidas a condi¢des de baixa tensdo
de oxigénio (0O2), sdo mais sensiveis a formacao de polimeros intraeritrocitario de HbS, o
que leva a rigidez do gldbulo, distorcdo, dano na membrana e hemolise (BUNN, 1997;
NOGUCHI et al., 2003). A vaso-oclusdo ocorre principalmente em vasos de pequeno
calibre, onde o fluxo sanguineo é lento e a tensdo de O2 e pH esta diminuida. Varios fatores
estdo associados a ocorréncia da vaso-oclusdo, incluindo a concentracdo de HbS,
desidratacéo celular, a rigidez do eritrocito, elevagdo da viscosidade sanguinea, ativacao de
plaquetas, leucdcitos e de células endoteliais e ao desequilibrio do tdnus vascular, com
reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) e elevagdo de endotelina (STUART;
NAGEL, 2004).
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As manifestacGes clinicas podem ser consideradas em trés niveis (alteraces
moleculares e celulares, alteraces em Orgdos e tecidos, alteracdes no paciente) com
consequéncias variadas, onde cada um desses niveis unidos aos fatores condicionantes
podem intensificar ou diminuir os efeitos, ocasionando uma impressionante variabilidade
clinica (Figura 10) (PINTO; ZAGO, 2007).

Figura 10: Alteracbes molecular e celular, 6rgdo e tecidos e no paciente; e suas

consequéncias.
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Fonte: PINTO; ZAGO, 2007.

O fenbmeno da vaso-oclusdo é causado por diversos fatores que interligados
diminuem o limen do vaso. Inicia com a inversdo da fosfatidil serina, que é um receptor
interno da membrana do eritrdcito, o qual se apresenta do lado externo devido as suscetiveis
mudancas de forma que o eritrécito com HbS sofre quando ele é oxigenado e dexogenado. A
lise dos eritrdcitos libera substancias estimuladoras da inflamacéo, essas substancias expdem
receptores do vaso 0s quais sdo especificos para as plaquetas e leucocitos. Vale ainda
lembrar a acdo do NO sobre a parede da musculatura lisa dos vasos. Toda essa cadeia de
reacOes causa a agregacao de eritrocitos, plaquetas e leucécitos em um vaso que esta com
seu diametro reduzido devido ao estimulo da inflamacdo (DOMINGOS et. al., 1997,
NAOUM, 2000; LOBO et. al., 2007).

A vaso-oclusdo € a causa das crises algicas, sindrome mao-pé (dactilite), necrose da

cabeca do fémur, vasculopatia cutédnea (Ulceras crénicas), priapismo, retinopatias
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proliferativas, hemdlise, osteomielite; entre outras. O acidente vascular encefélico é causado
também pela vaso-oclusdo que tem por consequéncia o aumento da velocidade do fluxo
sanguineo detectado precocemente pelo doppler transcraniano, até a vaso-oclusdo com
consequente isquemia da regido (BRASIL, 2002; DI NUZZO; FONSECA, 2004).

As crises de dor sdo as causas mais frequentes de morbidade na AF, como
consequéncia da vaso-oclusdo e isquemia tecidual, sendo que em criancas estas ocorrem
mais frequentemente nas extremidades e em adultos na regido da cabeca, toérax e abdome
(BENDER ;HOBBS, 2009).

A dactilite (dor e inchago nos pés e maos) é a manifestacdo clinica mais precoce da
AF, ocorrendo nos primeiros anos de vida, considerado um indicador de maior fator de risco
de gravidade da doenca (MILLER et al., 2000).

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma complicacdo grave da AF, que esta
associada a taxa elevada de mortalidade (BENDER; HOBBS, 2009); ocorre em cerca de
10% das criancas com AF e possui frequéncia maior entre os dois e nove anos de idade.
Vinte e dois por cento de individuos com AF desenvolvem infartos silenciosos, e este evento
tem sido associado a deficiéncia neuro cognitiva e ao risco de AVE (MILLER et al., 2001,
PEGELOW et al., 2002).

A velocidade elevada de fluxo sanguineo no Doppler transcraniano (DTC) tem sido
identificada como fator de risco para o AVE em criangas com AF (BENDER; HOBBS,
2009). O acidente vascular cerebral isquémico é mais comum em criancas e adultos, ja o
AVE hemorragico é mais frequente entre os 20 e 29 anos (OHENE-FREMPONG et al.,
1998). Alguns biomarcadores estdo relacionados ao risco de desenvolver AVE, como
concentra¢des diminuidas de Hb e HbF, contagem elevada de leucdcitos, pressdo sanguinea
sistélica elevada, ocorréncia prévia de AVE isquémico e STA (BUCHANAN et al., 2004;
STUART; NAGEL, 2004). O acidente vascular encefalico tem associacdo com o0s
subfendtipos de vaso-oclusdo e hemélise (BENDER; HOBBS, 2009).

A crise de sequestro esplénico é uma complicacdo aguda com maior incidéncia na
faixa etaria entre trés meses a cinco anos, ¢ uma complicacdo da maior gravidade. Instala-se
subitamente causando piora progressiva da palidez e dor abdominal acompanhada de
sudorese, taquicardia, taquipnéia com queda progressiva nos indices hematimeétricos. O
mecanismo pela qual se estabelece ainda ndo esta determinado, porém muitas vezes esta
associada a infecges virais e bacterianas; leva ao choque hipovolémico se ndo tratada
imediatamente (BRUNIERA, 2007).
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O priapismo € definido como erecdo peniana prolongada acompanhada de dor,
porém sem estimulo sexual ou desejo. O mecanismo exato que causa o priapismo ainda ndo
foi definido nos pacientes com anemia falciforme, sabe-se que durante a erecdo ocorre
relaxamento da musculatura lisa das artérias do corpo cavernoso, desta forma ha aumento do
fluxo aferente e diminuicdo do eferente, chegando ao ponto de que a presséo interna do
corpo cavernoso aumente e o fluxo aferente cesse. Essa condi¢do, se persistir, causa
aumento da hipoxia, elevacdo da pressdo de CO, e acidose. Devido & hipdxia, novos
eritrocitos sdo falcilizados com consequente estase venosa e perpetuacdo do priapismo.
Isquemia prolongada esta associada a edema tissular, necrose da muscular e reagédo
inflamatoria, cujo resultado final é fibrose trabecular e provavel disfuncédo erétil (KATO,
2012; VICARI; FIGUEIREDO, 2007).

A Sindrome Toracica Aguda (STA) é uma complicacdo pulmonar que tem como
sinais e sintomas principais a dispneia, dor torécica, febre, tosse e um novo infiltrado
pulmonar, em geral multifocal, na radiografia do térax. E potencialmente grave porque pode
evoluir para Sindrome da Angustia Respiratéria, € mais frequente em criancas, porém a
mortalidade é maior em adultos. Diferentemente dos outros 6rgdos, a vasculatura pulmonar
reage a hipoxia com vasoconstricdo, a qual agrava a falcilizacdo dos eritrocitos com
consequente aumento da hemolise; esta por sua vez libera hemoglobina na circulacdo que
potencializa a vasoconstricdo (GUALANDRO et. al., 2007).

Nefropatia € uma complicacdo comum da doenca falciforme que inicia-se na
infancia, presumivelmente em consequéncia da anemia cronica, fluxo sanguineo aumentado
e eventos de vaso-oclusdo intraparenquimatose. A hipertrofia glomerular tende a aumentar
com a idade e apresenta alteracOes histolégicas com hipercelularidade e lobulacdo dos tufos
glomerulares (POWARS et. al., 1991; MAGALHAES, 2007).

Os individuos com AF apresentam susceptibilidade elevada para o desenvolvimento
de infeccbes. O mecanismo envolvido nesta susceptibilidade ainda ndo esta completamente
elucidado, mas sabe-se que os individuos com AF apresentam disfuncdo esplénica ja nos
primeiros meses de vida, o que dificulta a opsonizacdo de bactérias encapsuladas. Desta
forma, criancas na primeira infancia apresentam o risco de desenvolver septicemia e
meningite por Streptococcus pneumoniae e por outros microorganismos encapsulados como
Neisseria meningitidis e Haemophilus influenza (BENDER; HOBBS, 2009). Outros fatores
tém sido associados a susceptibilidade & infecgdo, como deficiéncias na via alternativa do
complemento, de opsoninas séricas e alteracBes funcionais nos leucocitos (STUART;
NAGEL, 2004; GARY, 2003).
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Outros agentes bacterianos podem causar infecgdes em individuos com AF, sdo eles a
Escherichia coli, Enterobacter sp, Klebsiella sp, Salmonella sp e Staphylococcus aureus (Dl
NUZZO & FONSECA, 2004). A causa mais comum de Obito entre criancas com AF ¢ a
sepse por S. pneumoniae, com risco importante nos primeiros trés anos de vida. Apos o
inicio do uso profilatico de penicilina e das vacinas especiais, a prevaléncia dessas infecces
tem decrescido na AF (ADAMKIEWICZ et al., 2003).

A Ulcera maleolar tem prevaléncia de 5 a 10% em adultos jovens. Sugere-se que a
rigidez dos eritrécitos contendo HbS dificulta a circulacdo sanguinea nos capilares da derme,
porém a fisiopatologia desta manifestacdo ndo esta completamente esclarecida. Alguns
fatores parecem contribuir para o desenvolvimento da Ulcera maleolar, como o clima
tropical, a anemia, problemas circulatorios e infeccdo local. As concentracdes elevadas de
HbF parecem proteger os individuos com AF desta manifestacdo clinica (OHENE-
FREMPONG & STEINBERG, 2001; STUART & NAGEL, 2004).

3.10 DIAGNOSTICO DA ANEMIA FALCIFORME

O diagndstico laboratorial da anemia falciforme, especialmente a triagem neonatal,
configura-se como estratégia de prevencdo, entendida como prevencdo de Obito (ou de
incapacidade) ou morbidade. Observa-se que o diagndstico desta doenca € complexo, e
envolve uma analise que deve considerar, além dos dados clinicos e heranca genética,
fatores como idade, tempo de estocagem e condi¢cdes de armazenamento da amostra, entre
outros, sendo conveniente que o laboratério tenha um consultor especializado na area para
auxiliar no esclarecimento dos casos mais complicados. Assim, espera-se que o diagndéstico
laboratorial correto, sobretudo o precoce, associado as medidas terapéuticas e ao seguimento
ambulatorial regular, garantam maior sobrevivéncia e melhor qualidade de vida as pessoas
com anemia falciforme (FERRAZ; MURAO, 2007; SILVA; YAMAGUCHI, 2007).

O diagnostico compreende primeiro passo para reduzir a morbimortalidade dos
individuos com anemia falciforme. Observa-se qudo importante é o diagnostico precoce,
todavia, em recém-nascidos, s serdo encontrados tracos de hemoglobina variante, sendo o
perfil hemoglobinico caracteristico obtido somente apds o sexto més de vida, desta forma, é
fundamental a repeticdo dos exames até o final do primeiro ano de vida (FERRAZ;
MURAO, 2007; MAIA et al., 2009).

O monitoramento laboratorial da anemia falciforme é efetuado a partir da conclusiva
determinacdo do gendtipo, podendo ser realizado por meio de eletroforeses alcalina e &cida,

dosagens das fracOes separadas na eletroforese, dosagem bioquimica e distribuicdo intra-
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eritrocitaria da Hb Fetal. Porém, a maioria dos programas de triagem neonatal substituiu
estes métodos convencionais pela eletroforese por focalizagdo isoelétrica (IEF) e/ou pela
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), sendo que qualquer dessas técnicas pode ser
utilizada de forma isolada para a triagem inicial, pois, constituem meétodos de elevada
precisdo, devendo todo resultado positivo ser repetido em mesma amostra para confirmacéo,
e todos 0s casos que apresentarem padrdo inconclusivo ou duvidoso pela técnica de escolha,
deverdo ser reavaliados por outro método visando aumentar a sensibilidade e a
especificidade (FERRAZ; MURAO, 2007; NAOUM, 2000).

Todavia, apesar das técnicas de eletroforese de hemoglobina e HPLC representarem
um passo importante no reconhecimento da relevancia das hemoglobinopatias como
problema de salde publica no Brasil e também o inicio da mudanca da historia natural da
anemia falciforme no pais, essas técnicas ndo sdo confirmatorias para anemia falciforme,
pois ndo diferenciam com muita preciséo a anemia falciforme das outras hemoglobinopatias.
Desta forma, o diagnostico confirmatério para esta doenca é a biologia molecular por meio
das técnicas de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase), que consiste na amplificacdo
seletiva de fragmento do DNA, onde € possivel obter uma sequéncia de DNA no qual se
encontra a mutacdo (CANCADO, JESUS, 2007; NAOUM, 1997).

Assim, determinado o gendtipo, é importante que se faca um estudo familiar,
preferencialmente do pai e da mée, para que 0 mesmo possa ser geneticamente estabelecido.
Além da determinacdo do genoétipo e do estudo familiar, torna-se fundamental a correlacao
com diagnosticos sugestivos. Desta forma, o hemograma do paciente € um dos importantes
diagndsticos sugestivos, pois revela uma anemia grave com presenca de deprandcitos
(células em foice), reticulocitose, plaquetas aumentadas em funcdo da atrofia do bago e
leucécitos elevados durante processos hemoliticos ou infecciosos. Outras alteracdes
laboratoriais indicativas de hemolise elevada também ocorrem como o aumento da
bilirrubina indireta; aumento de desidrogenase latica e elevacdo da lipoproteina de densidade
alta (HDL), sendo também, importante correlacionar os achados laboratoriais com o0s
clinicos (ANVISA, 2002; NAOUM, 2000; OLIVEIRA; 2007).

Observa-se que a padronizacdo dos resultados normais e das hemoglobinas variantes
encontradas na populacgdo brasileira se faz necessaria, bem como o estabelecimento dos
padrdes para cada laboratorio, além disso, devem ser utilizadas técnicas ainda mais sensiveis
para elucidacdo da suspeita, bem como a associacdo de varias delas, objetivando um
diagnostico preciso. O correto diagndstico laboratorial €, portanto de grande importancia

para as formas interativas de hemoglobinas, especialmente no Brasil, tendo em vista os
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inimeros casos de associagdo de hemoglobinopatias, além de variantes que apresentam co-
migracdo; a ocorréncia de tais associa¢@es exige que todos os recursos disponiveis, em nivel
laboratorial, sejam utilizados em beneficio do paciente e seus familiares (FIGUEIREDO,
2007).

Deste modo, o diagndstico precoce e a terapia adequada representam papel
fundamental na redugdo da morbimortalidade desses pacientes. A realizacdo do diagnostico
laboratorial desta alteracdo hemoglobinica 0 mais precocemente possivel, é primordial,
devido a alta mortalidade na infancia. Portanto, a organizacdo de um programa preventivo
para anemia falciforme requer suporte de 6rgdos oficiais de saude e diagndstico realizado
por pessoal capacitado (SILVA; YAMAGUCHI, 2007).

Atualmente, a maioria dos programas de triagem neonatal substituiram a aplicacéo
simultanea de eletroforese em pH &cido e em pH basico pela eletroforese por focalizacao
isoelétrica (IEF) ou pela cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) por apresentarem
maiores precisao, sensibilidade e especificidade no diagndstico neonatal. As hemoglobinas
encontradas deverdo ser relatadas em ordem crescente de concentracdo (Tabela 02) e, se
apresentar padrdo inconclusivo ou duvidoso, deverd ser repetido por outro método
(NAOUM, 2000; FERRAZ; MURAO 2007).

Tabela 02 — Resultado dos testes de triagem neonatal para Doenca Falciforme

Hemolise e anemia moderada a

FS Anemia falciforme SS
grave 6-12 meses
0 ) Hemolise e anemia moderada a
FS S/B” talassemia
grave 6-12 meses
FS S/IPHHF Auséncia de hemdlise e anemia
FSA ou FS (se A
abaixo de limite de S/B* talassemia Anemia discreta

detec¢cdo do método)

) ) Anemia discreta ou auséncia por
FSC Hemoglobinopatia SC )
anos

] ) ) Anemia discreta ou auséncia por
FSD-Punjad Hemoglobinopatia SD )
anos

Fonte; FERRAZ; MURAO 2007

O diagndstico clinico € complexo e multicausal devido as varias manifestacoes

clinicas presentes no doente falciforme. Elas comecam a aparecer assim que a sintese de



33

HbF comeca a reduzir, por volta do 6° més de vida. Uma das manifestacbes mais frequentes
que se observa no bebé é a Sindrome Pé-méo (dactilia), onde os pés e/ou mados incham
devido ao fendmeno da vaso-oclusdo e causam dor, ocasionando uma crianca irritada e com
choro constante. Outras manifestacfes podem ocorrer como febre, inchaco do abdémen,

ictericia, hepatoesplenomegalia; porém sdo inespecificas (GANGULY et. al., 2011).

3.7 TRATAMENTO DA ANEMIA FACIFORME

Na anemia falciforme a melhora da sobrevida e da qualidade de vida desses pacientes
se baseia em medidas gerais e preventivas, sendo o acompanhamento ambulatorial ponto
fundamental para adequado manejo do paciente com a doenca, devendo este ser sempre
priorizado nos servicos de salde. Este manejo adequado possibilita diminuicdo dos sinais e
sintomas que acometem os doentes falciformes. O acompanhamento ambulatorial visa nao
sO a avaliagdo periddica dos diversos orgaos e sistemas, com finalidade de precocemente
serem detectadas alteracfes, mas também, a orientacdo do paciente e de seus familiares
sobre a doenca (BRAGA, 2007; DI NUZZO; FONSECA, 2004).

A transfusdo de hemacias tem sido recurso terapéutico cada vez mais utilizado,
sobretudo, porque € capaz de prevenir complicacbes graves. Estima-se que cerca de 20% a
30% dos pacientes com anemia falciforme sdo mantidos em regime cronico de transfuséo de
hemaécias, desenvolvendo inexoravelmente, sobrecarga de ferro apds a transfusdo de 10 a 20
unidades de concentrado de hemaécias. Assim, mesmo sendo um procedimento bastante
utilizado, a transfusdo crénica provoca valores elevados de concentracbes de ferro,
tornando-se perigoso, porque ha acumulo nas células de érgdos como figado, coragdo e rins,
0 que lhes conferem maior risco de complicacdes, como doenca cardiaca e morte precoce.
Para eliminar o excesso de ferro recomenda-se quelante de ferro, devendo fazer parte
integrante do tratamento dos individuos com anemia falciforme (FERRAZ; MURAO, 2007).

Sabe-se que 0 aumento no nivel de Hb F esta associado as manifestacGes clinicas
mais brandas, ja que esta hemoglobina interfere na polimerizacdo da Hb S. Como
consequéncia do papel inibitério que a Hb F exerce sobre o processo de falcizacéo,
desenvolveu - se uma busca ativa por drogas que reativassem sua sintese. Essa busca levou a
descoberta do efeito terapéutico da hidroxiuréia na doenga, e a investigagdo de numerosos
outros compostos em fase experimental; a hidroxiuréia esta reservada para pacientes com
manifestacOes consideradas de moderadas a graves, entretanto, apesar dos bons resultados
obtidos, cerca de 25% dos pacientes graves ndo apresentam melhora com este tratamento.

Mas, mesmo nédo atingindo 100% de eficacia, verifica-se que a droga é a melhor opgéo
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terapéutica disponivel para obtencdo da melhora clinica e hematoldgica, apresentando
efeitos altamente benéficos em curto prazo, elevando os niveis de hemoglobina fetal,
reduzindo hemolises e crises vaso-oclusivas. No entanto, apesar de seu beneficio, ha
necessidade de uma atencdo e investigacdo cuidadosa quanto suas possiveis acOes
genotoxicas, pois, pode causar alteragdes irreversiveis no material genético, com serias
consequéncias ao organismo (FIGUEIREDO, 2007; PINTO; ZAGO, 2007; SILVA,
SHIMAUTI, 2006).

O tratamento curativo para pacientes com doenca falciforme € o transplante de células-
tronco hematopoiéticas alogénico de medula 6ssea (TCTH alo). O objetivo do TCTH em
pacientes falciformes é restabelecer uma hematopoese normal, eliminando as obstrugdes
vasculares causadas pelas hemaécias falcizadas, bem como, lesbes cronicas e recorrentes do
endotélio vascular. O uso desta modalidade terapéutica no tratamento da anemia falciforme
é restrito, devendo a abordagem e o peso das diferentes estratégias terapéuticas serem
considerados de forma diferencial, com indicac@es, limitagOes e toxicidades proprias, com
necessidade de realizacio de mais estudos randomizados (SIMOES et al., 2010).

Assim, percebe-se que o diagndstico e tratamento precoces comprovadamente
aumentam a sobrevida e melhoram a qualidade de vida das pessoas com anemia falciforme
que, para tanto, devem ser acompanhadas em centros de referéncia especializados capazes
de oferecer atendimento global, multidisciplinar e multiprofissional, sendo que a partir da
Portaria N° 1.391, de 16 de agosto de 2005, institui-se no &mbito do Sistema Unico de Satde
- SUS as diretrizes para a Politica Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com doenca
falciforme e outras hemoglobinopatias, cujo objetivo € mudar a histdria natural desta doenca
no Brasil, reduzindo a morbimortalidade e trazendo qualidade de vida com longevidade a
todas essas pessoas, portanto, tanto o diagndstico precoce quanto os procedimentos e
medicamentos para o tratamento da doenca estdo disponiveis no SUS. (SIMOES et al.,
2010; CANGCADO; JESUS, 2007).

4. METODOLOGIA

4.1 CONSIDERA(}@ES GERAIS SOBRE A AREA DE OBTEN(}AO DAS AMOSTRAS

O Estado do Amapa (Figura 11) esta localizado no extremo Norte do Brasil tendo sua
capital Macapa cortada pela linha do equador e banhada pelo braco norte do rio Amazonas.
O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) estimou uma populacdo de 608.689
habitantes em 2010, onde 398.204 residem na capital Macapa (IBGE, 2010).
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Figura 11 — Mapa do Estado do Amapa.

55° Cabo 50°
Crange

GUIANA
FRANCESA

Parque
Nacional do

SURINAME do Norte/ Monte A

X a Velha
S OCEANO
N <Cunani
S L Lourengo ATLANTICO
AMA; A *Calcoene
Sthgg : G
\ : “\llha d
. < 05’”’”(/6‘(/”4 53 Amapa® . .iMz;’rafé
) ! ?005 (8 Lagoa L ooe Sucuriju
\& bES Nova / Mutuco
45 - o0
N -~ Aporema® = 4 ..
Serra do Navio® . Ferreira e
~ warl. e *Gomes  /lha
~Porto .2, Curué
Grande
o 2 Macapa_
PARA " Porto Santana® ™ - ¢ 7

2 o &

Mazagéao Velho®

Ilha de Marajo
50 100 mi

50 @ 100 150 km Boca do Jari, i
' 50°

Fonte: Guia Internet Brasil, 2000.

4.2 MATERIAL E METODO
Trata-se de um estudo corte transversal em 44 pacientes voluntarios, de ambos os
sexos, com diagnosticos clinico e laboratorial de Doenga Falciforme (forma homozigética
SS), atendidos no ambulatério de hematologia do Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Amapa-HEMOAP. O projeto foi submetido a analise pelos relatores do Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humano da Universidade Federal do Amapa e teve o parecer
favoravel para execugdo com numero de protocolo FR — 476933/2012 — CEP (Anexo A)
Coletou-se de cada participante 5mL de sangue por punc¢do venosa em tubos contendo
EDTA (&cido etileno diaminotetracético) como anticoagulante. Realizou-se a triagem
laboratorial para hemoglobinopatia, por meio de eletroforese em pH alcalino (pH 8,6);
eletroforese em pH acido (pH 6,2) e HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Pressao).
Posteriormente, procedeu-se a extragdo de DNA com fenol-cloroférmio,
confirmando a presenca de HbSS por meio da técnica de reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) seguida por clivagem com a endonuclease Ddel . Para identificacdo dos haplétipos, o
DNA foi amplificado e clivado com enzimas de restricdo (PCR - RFLP) especificas aos

sitios polimdrficos (Figura 12).
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Figura 12 — Localizacdo dos sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo ao longo do
cluster  no cromossomo 11.
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Fonte: CABRAL, 2010

Os sitios polimarficos permitem caracterizar os hapl6tipos de acordo com a presenca
(+) ou auséncia (-) dos perfis de restricdo para as regides polimorficas. Definindo-se,
portanto, Bantu (-+- - - -); Benin (- - - - + -); Senegal (+ + - + + +).

Em seguida fizemos a associacdo dos resultados dos haplétipos e suas manifestacdes
clinicas nos prontuarios de cada paciente participante do estudo. A analise dos resultados foi
feita utilizando o programa Biostat 2.0 (AYRES et. al., 2007) para consolidacdo dos dados e
célculo de média, desvio padréo e percentual.

5. RESULTADOS
5.1 Distribuicdo de idade e género dos pacientes

Foram analisados prontuarios de 44 pacientes com média de idade de 16,7 anos, com
minimo de 2 e maximo de 50 anos de idade. A distribuicdo de pacientes por idade foi: 1 - |10
(22,7%), entre 10 - |20 (50,0%) anos, entre 20 - |30 anos (15,9%), entre 30 - |40 anos (9,1%),
entre 40 - |50 (2,3%). Em relacéo ao sexo, 36,4% eram feminino e 63,6% eram masculino.

5.2 Distribuicdo dos haplétipos Hb S

A distribuicdo dos haplétipos identificados nos 44 pacientes se deu da seguinte
forma: Bantu/Bantu 20 (45,5%), Bantu/Benin 10 (22,7%), Bantu/Senegal 6 (13,6%),
Benin/Benin 3 (6,8%), Benin/Senegal 4 (9,1%), Senegal/Senegal 1 (2,3%). Em se tratando
dos cromossomos, foram evidenciados Bantu 56 (63,6%), Benin 20 (22,7%), Senegal 12
(13,6%). Nao foi evidenciado haplétipos atipicos na populacao estudada (Tabela 03) (Figura
13).
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Tabela 03 — Distribuicdo dos haplétipos e cromossomos na populacdo do Estado do Amapa.

N° de cromossomos
Haplotipos N° de individuos (%)

Bantu Benin Senegal
Bantu/Bantu 20 (45,5%) 40 - -
Bantu/Benin 10 (22,7%) 10 10 -
Bantu/Senegal 6 (13,6%) 6 - 6
Benin/Benin 3 (6,8%) - 6 -
Benin/Senegal 4 (9,1%) - 4 4
Senegal/Senegal 1 (2,3%%) - - 2
Total 44 (100%) 56 (63,6%) 20 (22,7%) 12 (13,6%)

Fonte: propria

Figura 13 - Distribuicdo dos hapl6tipos no Estado do Amapa (%)

m Bantu
m Benin
= Senegal

Fonte: prépria

5.3 Distribuicdo da HbF na populacéo estudada

Dos 44 pacientes, 22 (50,0%) ndo utilizavam Hidroxiuréia ou qualquer outro agente
estimulador da sintese de hemoglobina fetal. A dosagem de HbF foi obtida em 41 pacientes
antes de iniciar a administracdo da medicacdo, em trés pacientes ndo foi possivel saber a
dosagem da HbF antes do inicio da medicacdo. A média da HbF foi 7,31 + 5,57; conforme a

distribuicdo na Tabela 04 e Figura 14.
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Tabela 04 — Distribuicdo da média da HbF relacionado aos haplétipos na populacdo do

Estado do Amapa.

Haplotipos
Bantu/Bantu
Bantu/Benin
Bantu/Senegal
Benin/Benin

Benin/Senegal

Média HbF (%)
6,11 +3,8
8,63 + 8,42
6,40 + 1,47

11,20 + 0.36

4,63 + 2,37

Fonte: propria.

Figura 14 — Distribuicdo da concentracdo de HbF em relacdo ao seu respectivo haplétipo

juntamente com o desvio padrdo na populacdo do Estado do Amapa.
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Fonte: propria.



5.4 Tipo de haplétipo relacionados as manifestacdes clinicas
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Foi observado auséncia de sequestro esplénico, anemia aplastica, sindrome torécica e

Ulceras de membros tanto superiores quando inferiores nos pacientes desse estudo (Tabela

05).

Tabela 05 — Frequéncia das manifestacGes clinicas relacionadas aos hapl6tipos na popula¢do do

Estado do Amapa.

Bantu/ Bantu/ Bantu/

Bantu Benin Senegal
Crises hemoliticas 7/20 (35%) 5/10 (50%) -
AVE 2/20 (10%) 1/10 (10%) -
Colesistomisada 3/20 (15%) - -
Litisase biliar 1/20 (5%) - -
Necrose de

2/20 (10%) - -

almero/fémur
Cardiomegalia - 1/10 (10%) -
Priaprismo 1/20 (5%) 1/10 (10%) -
Internacdes por -
_ 10/20 (50%) 2/5 (40%)
infeccOes
Dactilite 6/20 (30%) 2/10 (20%)  1/5 (20%)
Sopro diastoélico 2/20 (10%) 2/10 (20%) -
Tumor na vesicula - 1/10 (10%) -
Nefropatia aguda - - 1/5 (20%)

Benin/

Benin

2/3 (66,6%)

Benin/

Senegal

(66,6%)

Fonte: propria.

5.5 Nivel de HbF em relacdo as complicacgdes clinicas

Foram divididas as complicagbes clinicas relacionadas aos

intervalos de

concentragdo de HbF nos 41 pacientes os quais foi possivel obter a dosagem de HbF.

Observa-se que quando a HbF é menor que 10, ha maior complicag@es clinicas, em quanto

que guando é maior que 10 ha uma reducdo substancial das manifestacdes (Tabela 06).
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Tabela 06 — Complicagdes clinicas dos pacientes de acordo com o nivel de HbF na
populagdo do Estado do Amapa.

Complicac0es clinicas HbF <5 HbF>5e<10 HbF > 10

Crises hemoliticas 4/13 (30,8%) 5/19 (26,3%) 1/9 (11,1%)
AVE - 2/19 (10,5%) -
Colesistomisada 1/13 (7,7%) 2/19 (10,5%) -
Litisase biliar - 1/19 (5,3%) -
Necrose de Glmero/fémur 1/13 (7,7%) 1/19 (5,3%) -
Cardiomegalia 1/13 (7,7%) - -
Priaprismo 1/13 (7,7%) - -

Internacdes por infecgdes 7/13 (53,8%) 12/19 (63,2%) 2/9 (22,2%)

Dactilite 3/13 (23,1%) 2/19 (10,5%) 2/9 (22,2%)

Sopro diastolico 2/13 (15,4%) - 1/9 (11,1%)
Nefropatia aguda - 1/19 (5,3%) -

Fonte: propria.

7. DISCUSSAO

Analisamos 0s prontuérios de 44 pacientes com doenca falciforme a partir dos
resultados dos hapl6tipos do gene da globina beta-S com a finalidade de avaliarmos as
caracteristicas clinicas em relacdo aos haplotipo do gene da globina beta-S. A literatura
relata que o tipo de haplétipo associado ao gene beta-S tem importancia na gravidade clinica
da anemia falciforme, estando relacionado a um quadro clinico e niveis de Hemoglobina
Fetal (HbF) variados (SILVA e GONCALVES,2009). Sendo relevantes também para o
esclarecimento da diversidade clinica da anemia falciforme. Assim, o hapl6tipo Senegal esta
associado a niveis elevados de HbF, correspondendo a forma mais branda da doenca,
enquanto o hapl6tipo Bantu, mais frequente na populacdo brasileira, esta relacionado a
niveis baixos de HbF, refere-se a forma mais grave. A partir do exposto, observa-se que a
gravidade e a evolucgdo clinica da anemia falciforme sdo heterogéneas estando moduladas
por diversos fatores, entre os quais se enquadra 0s haplétipos do gene da globina beta-S.

Entre as variaveis estudadas foi utilizada a idade, por ter significante relacdo com
outras variaveis, e ser responsavel pela maior fracdo da diversidade total da doenca. Em
nosso estudo a faixa etaria mais prevalente ficou entre 10 a 20 anos (50%), seguido da faixa
etaria de 2 a 10 anos (22,7%) assim, nosso estudo apresentou maior participacéo de criancas

e adolescentes. Nossos resultados em relacdo a faixa etaria estdo semelhantes com de



41

COSTA et.al, 2006, isso significa que as criangas e os adolescentes com anemia falciforme
comparecem nas consultas médicas com mais frequéncia do que os pacientes adultos.

Paises como os Estados Unidos e a Jamaica ja demonstraram que maneira mais
eficiente e efetiva para reduzir a morbi-mortalidade da anemia falciforme € a triagem
neonatal, uma vez que o diagndstico precoce permite a inser¢do do paciente em programas
de satde multidisciplinares, com a utilizacdo de cuidados preventivos e orientacdo aos pais,
proporcionando melhora na qualidade e sobrevida desses pacientes. No Brasil, a portaria n°
822/01 do Ministério da Saude inclui as hemoglobinopatias no Programa Nacional de
Triagem Neonatal, permitindo assim o diagnostico j4 ao nascimento, mas nem todos os
estados brasileiros implementaram essa segunda fase do teste do pezinho onde se detecta a
doenca falciforme (ZAGO, 2002).

O Brasil é um pais de grande heterogeneidade étnica. Um dos fatores mais marcante
da histéria do Brasil foi a grande influéncia africana, fazendo-se de forma mais ou menos
intensa, a depender da regido do pais e da diversidade étnica dos imigrantes. Como visto
anteriormente, a presente da anemia falciforme estad relacionada com o componente afro-
descendente.

As identificacBes genotipicas dos hapl6tipos amapaenses sdo bastante relevantes
quando comparadas a outras pesquisas, pois, no Amapa determinou-se uma alta frequéncia
de homozigose Bantu/Bantu (45,5%) (tabela 1), divergindo de outras regides, como na
Bahia, onde a maior frequéncia encontra-se na heterozigose Bantu/Benin.

Portanto, conforme estudos realizados sobre haplotipos HbS, observa-se que a
proporcdo de pacientes com os diversos haplotipos diverge em diferentes regides do
continente Americano, especialmente no Brasil, que apresenta uma elevada e importante
miscigenacdo. Na América do Norte e no Caribe predomina o haplétipo Benin seguido pelo
Senegal e Bantu, enquanto no Brasil, embora haja certa diversidade regional, de um modo
geral, prevalece o haplétipo Bantu seguido do Benin, com pouca frequéncia de Senegal.

As combinagfes genotipicas resultando na alta frequéncia de homozigose
Bantu/Bantu, com identificagdes de somente trés haplotipos e principalmente auséncia de
atipicos, sugerem que no Amapa ha pouca miscigenacdo, consequentemente migragcdo, com
ligacOes restritas de seus grupos fundadores. Esta informacéo esté de acordo com AGUIAR
et al., 1999 que descreve que a regido amazonica brasileira abriga diversas comunidades
formadas por descendentes africanos, algumas das quais ainda relativamente isoladas,
apresentando pequena proporcdo de imigrantes, sugerindo que houve a existéncia de uma

barreira relativamente forte contra mistura inter-étnica.
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A determinacdo dos hapl6tipos da maioria dos estudos brasileiros (Bantu — Benin
— Senegal) corrobora os dados encontrados no estado do Amapd, na qual as amostras
(HbSS) analisadas, determinou-se trés tipos de hapldtipos: Bantu (63,6%), Benin (22,7%) e
Senegal (13,6%). Assim, estd de acordo com registros historicos que indicam que cerca de
90% dos escravos enviados ao Norte do Brasil eram de Angola, Congo e Mogambique, onde
0 haplétipo Bantu predomina. Todavia, destaca-se que na presente pesquisa tém-se uma
frequéncia elevada do haplotipo Senegal (13,6%) quando comparada alguns estudos
brasileiros.

A frequéncia do haplotipo Senegal no Amapa confirma-se com os dados historicos,
indicando que aproximadamente 10% dos escravos da Africa Atlantico Ocidental foram
destinados na regido norte brasileira, precisamente de Senegambia, Guiné-Bissau e Cabo
Verde, onde o hapl6tipo Senegal é prevalente. Sendo semelhantes aos estudos realizados no
Pard (66% Bantu, Benin 21,8%, 10,9% Senegal e de 1,3% Camarfes; 60% Bantu, 27%
Benin, 12% Senegal e 1% Camar@es), na qual se torna referéncia, uma vez que Amapéa
pertenceu ao Pard, estimando-se assim, que a populacdo seja de origens etnoldgicas
equivalentes.

Em uma comunidade Amapaense (Curiau) situada dentro da capital e semi-isolada,
alguns resultados de estudos realizados foram incomuns com outras regides brasileiras e
parecidos com os atuais dados amapaenses, tais como: 50% Bantu, 17% Benin e 33%
Senegal, atribuindo-se especialmente a fatores como efeito fundador junto a contribuicédo da
populacdo da Guiana francesa que migrava para regido norte do Brasil, uma vez que entre 0s
escravos trazidos a este pais a maioria era de Senegambia e Guiné na Africa Ocidental.
Assim, estes resultados indicam que a contribuicdo dos povos da Africa Ocidental para a
formacédo das populacGes amazonicas foi heterogénea.

Ressalta-se que no presente estudo ndo foram encontrados haplétipos Camardes e
Saudi, semelhante ao estudo de ADORNO et al.,, 2003 realizado na Bahia que néo
identificaram Camardes e Saudi, entretanto, neste estudo foram determinados haplétipos
Atipicos, divergente dos dados amapaenses que ndo ha Atipicos.

Os haplétipos atipicos observados em associagdo com o gene da BS séo gerados por
diversos mecanismos genéticos: a) mudanca de um nucleotideos em um dos sitios
polimérficos de restricdo; b) simples e duplo crossing-over entre dois haplétipos p° tipicos,
transferéncia ndo reciproca de sequencias de conversdo. Em um estudo realizado por
ROMANA et.al, 2000, verificaram que 15 dos 20 diferentes haplo6tipos atipicos teriam se

originado por recombinacéo.
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Em um estudo envolvendo 244 pacientes com Anemia falciforme (156 brasileiros e
88 de Benin) analisou 488 cromossomos, sendo que destes, 15 (3,2%) eram haplotipos
atipicos. A frequéncia de haplétipos atipicos observada na amostra brasileira foi de 3,9% e
na amostra de Benin foi de 2,2%. O percentual de hapl6tipos atipicos encontrado nas duas
populagdes variou entre 5,3 e 7,0% (SILVA, 2008).

Determinando-se desta forma, que o0s resultados amapaenses apresentam
caracteristicas Unicas quando relacionados aos haplétipos de outras regides, com alta
frequéncia de Senegal e Benin, auséncia de Atipicos, Camardes e Saudi, confirmando que o
Brasil apresenta diversidades de origens étnicas, bem como, diferentes frequéncias de
haplotipos.

A concentracdo de HbF € descrita como haplétipo dependente e diretamente
correlacionada ao curso clinico da doenca. Os niveis de HbF no haplotipo Benin/Benin
(11,20 £ 0.36) foram superiores aos niveis dos hapldtipos Bantu/Benin (8,63 + 8,42),
Bantu/Bantu (6,11 + 3,8), Bantu/Senegal (6,40 £ 1,47), Benin/Senegal (4,63 + 2,37).

A hemoglobina fetal ¢ um importante fator de protecdo contra os fendmenos de
falcilizacdo, pois possui maior afinidade pelo oxigénio quando comparada a hemoglobina S,
ocasionando a diminui¢cdo da polimerizacdo quando a hemécia estiver em baixa tenséo de
oxigénio. A concentracdo de HbF em pacientes com Anemia Falciforme varia de 0,5% a
30%, com média de aproximadamente 8%. (FIGUEREDO, 2007).

Em estudo realizado por SILVA, 2009 no Ceara, a média da HbF foi 6,72 + 3,73, jaa
média de HbF encontrada por CABRAL e col. (2010) foi de 8,43 = 3,65 no Rio Grande do
Norte. O presente estudo encontrou uma média de 7,31 + 5,57, proximo a media encontrada
em outros artigos, corroborando com a literatura sobre a doenca.

Estudos brasileiros também encontraram correlacdo entre as manifestacdes clinicas da
Anemia Falciforme, Hemoglobina Fetal e o haplo6tipo do gene da globina beta-S, incluindo
mais crises vasoclusivas, mais infeccbes e velocidade de crescimento mais lenta no
haplétipo Bantu, altos niveis de HbF e nitrito no hapldtipo Benin e aumento do risco de
doenca cerebrovascular em criancas com hapldtipo Bantu/Atipico em compara¢do com
outros hapl6tipos da globina beta-S. Pacientes com hapl6tipo Bantu/Benin tem menos crises
dolorosas em comparacao com o outros haplétipos. Estudos ndo mostraram correlacdo entre
a co-heranca com alfa-talassemia e sintomas clinicos, apesar de ter sido associada a menos
infec¢cdes ou mesmo a dor aguda recorrente (LOGGETO, 2013).

Entretanto, recentes publicacdes brasileiras ndo descrevem correlacéo entre haplotipo

do gene da globina beta-S e o curso clinico da Anemia Falciforme. Fatores de risco para
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alteracdo dos vasos sanguineos da conjuntiva foram hemoglobina e hematocrito mais baixos
e fenotipo SS, e para a alteracdo dos vasos sanguineos da retina foi idade acima de 17 anos.
Mas nenhuma correlacdo foi encontrada com HbF ou hapldtipo do gene da globina beta-S
ou alfa-talassemia (Lima, et.al,2006) em nosso estudos ndo encontramos nenhuma amostras
associada com a alfa-talassemia ou outro tipo de hemoglobina variante.

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes da anemia falciforme séo
influenciadas pelo haplétipo presente, concentracdo de HbF, coexisténcia de alfa-talassemia,
condicdes socioecondmicas e de acesso ao servi¢o especializado de saude.

A literatura relata maior frequéncia de complica¢des clinicas em pacientes com
haplétipo Bantu/Bantu quando comparados ao Benin/Benin, tendo como mais grave a
insuficiéncia cardiaca, AVE, ulcera de perna, sequestro esplénico e necrose do fémur.
Estudo realizado no nordeste do Brasil, relata maior severidade nas manifestacGes clinicas
em pacientes Bantu/Bantu, apresentando maiores quantidades de internagdes, Ulcera de
perna, AVE, sequestro esplénico (POWARS, 1991; GONCALVEZ et. al., 2008; ADORNO
et. al. 2008; SILVA, 2009).

Nesse estudo realizado no Amapa, observa-se também maior frequéncia de
manifestagdes clinicas (principalmente as manifestaces graves) elevadas em pacientes com
haplotipo Bantu/Bantu quando comparado aos outros hapl6tipos, corroborando com a
literatura.

Estudo feito no Rio de Janeiro por FILHO et. al (2012) demonstrou como evento
clinico mais frequente a infeccdo em criancas, sendo a crise dolorosas mais frequentes na
primeira infancia, sequestro esplénico na segunda infancia e infec¢do durante toda essa fase
da vida.

A crise do sequestro esplénico € uma complicacdo muito frequente na infancia,
entretanto pode ocorrer em adultos, € um quadro grave gue instala-se subitamente, havendo
progressiva queda nos valores da hemoglobina, podendo evoluir para choque hipovolémico
com mortalidade elevada. Sua incidéncia varia conforme regido estudada, acometendo 30%
dos paciente jamaicanos e 7,5% dos americanos (Khatib et. al. 2009; Bruniera, 2007).

Alguns tipos de virus estdo associados a crise aplastica transitoria em pacientes com
anemia falciforme. O principal agente etioldgico é o parvovirus B19, causando importante
queda no hematdcrito com grave reticulopenia. Sua prevaléncia aumenta com idade,
variando 2 a 10% em criangas menores de 5 anos e de 40 a 60% em adultos maiores de 20
anos (DI NUZZO; FONSECA, 2004).
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Sindrome torécica aguda (STA) é uma complicacdo potencialmente muito grave que
pode evoluir para sindrome da angustia respiratdria aguda do adulto (SARA). Estima-se que
metade dos pacientes adultos apresentem pelo menos um episodio de STA durante a vida.
(GUALANDRO, 2007)

Ulceras sdo complicagBes que podem ser causadas por fatores ambientais e
genéticos. Frequentes em adultos, ficando entre 8% a 10 %, porém ha relatos de até 50% em
pacientes que residem em éreas tropicais (PALADINO, 2007). Em nosso estudo
encontramos apenas dois pacientes com Ulcera de perna e necrose no fémur,
respectivamente. O que diferente de outros estudos realizados no Brasil onde quase todos 0s
pacientes falciformes apresentaram Ulcera de perna e necrose no fémur (COSTA, et.al,2006,
SILVA, eta.al, 2009 , CABRAL,2010).

Ainda com relacdo a HbF e as manifestaces clinicas, verifiou-se que pessoas com
anemia falciforme com valores desta hemoglobina menores que a média do grupo estudado
tinham um ndmero maior de crises algicas, por ano de acompanhamento. Achados
semelhantes foram descritos em um outro estudo, realizado em criangas com anemia
falciforme, na faixa etaria de 06 meses a 02 anos de idade, evidenciando que o0s que tinham
niveis mais baixos de HbF manifestavam mais dactilite, além de esplenomegalia, crises de
sequestracao esplénica e até mesmo aumento da mortalidade. Tabela 04.

Com base em uma investigacdo que envolveu mais de 3 mil individuos com Hb SS,
que demonstrou uma relacéo inversa entre os niveis de Hb F e as crises de dor, foi sugerido
que a HbF seria um marcador para a severidade da doenca. A maneira pela qual os niveis
aumentados de HbF estariam relacionados com a melhora das crises algicas nos pacientes
com anemia falciforme e, conseqiientemente, com sua melhor evolugdo clinica é atribuida ao
fato de que a HbF dilui a HbS nos eritocitos e inibe a polimerizacdo da desoxi-Hb S
(COSTA et al, 2006).

Na analise das correlacfes, o numero de transfusdes por ano de acompanhamento dos
pacientes teve correlacdo significativa com o namero de crises algicas, de infeccbes e de
internamentos. Isto, possivelmente, deve-se ao fato de que no periodo de acompanhamento
destes pacientes ndo havia um protocolo de transfusdo consensual para as pessoas com
anemia falciforme, o que levou a muitos pacientes serem transfundidos, quando estas
transfusdes poderiam ter sido evitadas. No momento atual, os critérios de transfusdo para o
pacientes falciformes estdo mais bem definidos. Estes resultados estdo de acordo com o
descrito na literatura (COSTA, et.al,2006, SILVA, eta.al, 2009 , CABRAL,2010).
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Outras duas variaveis clinicas que também se mostraram correlacionadas foram o
namero de infeccBes com o numero de internamentos. A infeccdo, além de ser a causa mais
comum de morte em criancas falciformes abaixo de 5 anos de idade € uma significante causa
de morbidade em pacientes de outras faixas etarias. Embora o nimero de mortes causadas
por infeccdo tenha diminuido, como resultado do melhor entendimento da fisiopatologia da
doenca, da prevencdo e do diagndstico e tratamentos mais precoces, infecgdes graves
permanecem como uma freqiente complicacdo da doenca. Além do mais, a suspeita de
infeccdo, baseada sobretudo na presenca de febre e/ou infiltrados pulmonares, é a razdo mais
comum para admisséo hospitalar.

Apesar da HbF e dos hapl6tipos da globina betaS serem amplamente estudados como
um modulador genético para a Anemia Falciforme, a diversidade clinica da doenca nédo €
totalmente explicada. Nossos resultados demonstram essa diferenca, podemos observar uma
diversidade clinica diferente e, algumas vezes, ausente nas pessoas com doenca falciforme
na populacdo amapaense. Um ponto que ja foi citado, é a auséncia dos haplétipos Atipicos,
auséncia de STA, sequestro esplénico e poucos casos de doencas cardiovasculares. Assim,
estudos moleculares envolvendo alguns polimorfismos genéticos poderiam explicar a
diversidade clinica da Doenca Falciforme em nossas amostras.

Mais estudos de polimorfismos genéticos sdo necessarios para melhor entender
Anemia Falciforme e, se possivel, encontrar moduladores genéticos de gravidade da doenca
que possam gerar fatores prognosticos para determinar a prevencdo e o melhor tratamento

para as complicacBes agudas e cronicas da Anemia Falciforme.

8. CONCLUSAO

A analise dos haplotipos dos 44 pacientes no Amapa revelou uma situacdo atipica no
perfil das manifestacGes clinicas associadas aos haplétipos.

Foi evidenciado convergéncias desse estudo com outros no que diz respeito ha
concentracdo de HbF, frequéncia de haplétipos, maior gravidade do hapldtipo Bantu em
relacdo aos outros.

Apesar de apresentar a distribuicdo dos haplotipos semelhantes ao restante do Brasil,
onde o Bantu tem maior frequéncia, observa-se um abrandamento nas manifestagdes clinicas
nos pacientes desse estudo, isso € evidenciado pela auséncia de sequestro esplénico, crise
aplastica, STA e Ulceras. Por ser regido tropical, onde o paciente esta sempre exposto a
lesBes causadas por mosquitos, esperava-se uma alta incidéncia de ulceras de membros, o

que ndo foi possivel evidenciar nesse estudo.
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Vale ainda lembrar que o Estado do Amapéa possui apenas um centro especializado
para atendimento desses pacientes, 0s quais, muitas das vezes, necessitam deslocar-se de
regibes distantes através de rios ou estradas, o que dificulta o assiduidade do paciente,
podendo ocasionar manifestacdes clinicas graves ja em estado avancado.

As possibilidades de causas desse abrandamento podem ser diversas: perfil génico
diferente (ressaltando aqui a auséncia de hapl6tipo atipico), isolamento regional, habitos
culturais, entre outras.

Ha a necessidade de um aprofundamento na identificacdo dos fatores que podem
estar influenciando, de certa forma positivamente, nas manifestagdes clinicas apresentadas
por esses pacientes atraves de um estudo mais amplo e multidisciplinar que busque elucidar

as possiveis causas desse abrandamento.
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