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ALELUIA, Milena Magalhdes. Avaliacdo de Biomarcadores em Individuos com Doenca
Falciforme da Regido Sul da Bahia. 156 f. il. Tese (Doutorado em Patologia) — Fundagéo
Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2016.

RESUMO

INTRODUCAO: a doenca falciforme (DF) é uma desordem genética com prevaléncia
mundial elevada, clinica heterogénea e cursa com alteracdes nos parametros hematoldgicos,
bioguimicos, presenca da talassemia alfa delecdo 3.7 Kb, haplétipos ligados ao grupo de
genes da globina beta S (B°) e de polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) relacionados
a sintese da HbF. Desta forma, torna-se importante a investigagdo de biomarcadores
associados a gravidade e mecanismos fisiopatoldgicos da DF. OBJETIVO: investigar a
populacdo em estudo, caracterizar o perfil sociodemografico, eventos clinicos, marcadores
laboratoriais e genéticos associados aos mecanismos fisiopatologicos e a gravidade da DF.
METODOS: consiste em estudo de corte transversal, com casuistica composta por 200
pacientes com DF acompanhados pelo Centro de Referéncia a Doenca Falciforme de Itabuna-
Bahia (CERDOFI) e 36 pacientes com anemia falciforme (AF) da Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do Estado da Bahia (HEMOBA), Brasil, no periodo de 2013 a 2015. Os
individuos apresentavam faixa etaria pediatrica e adulta, com 70,5 % (141/200) de pacientes
com AF e 29,5 % (59/200) com a doenca HbSC. Todos os envolvidos assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido e responderam ao questionario sociodemografico. Foram
realizadas andlises dos parametros hematoldgicos, bioquimicos, metabdlitos do éxido nitrico
(NOm) e investigagdo do perfil de hemoglobinas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). A talassemia alfa delecdo de 3.7kb foi investigada pela reacdo em
cadeia de polimerase (PCR). Os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S (B°)
foram investigados por PCR e digestdo com enzimas de restricdo (PCR-RFLP); os SNPs nos
genes BCL11A (rs6732518 e rs766432), HMIP (rs11759553 e rs35959442) e OR51B5/6
(rs4910755 e rs7483122), no cromossomo 2, 6 e 11, respectivamente, foram investigados por
PCR em Tempo Real utilizando sondas TagMan. RESULTADOS: entre 0s pacientes
acompanhados pelo CERDOFI, 52,0 % (104/200) eram do o sexo feminino, 22,0 % (44/200)
possuiam faixa etéria de 6 a 10 anos de idade e 20,0 % (40/200) de 21 a 30 anos (40/200). A
cor parda autodeclarada foi descrita em 52,0 % (104/200) dos pacientes. Em relacéo a idade
do primeiro diagndstico, 38,0 % (76/200) dos pacientes foram diagnosticados até os 6 meses,
sendo que 89,5 % (68/76) foram por triagem neonatal. No que se refere a escolaridade, 60,5
% (121/200) relataram algum grau de instru¢cdo. Observamos que 87,5 % (70/80) dos
pacientes pediatricos fizeram uso de profilaxia medicamentosa. Encontramos que 91,8 %
(90/98) das hospitalizacdes ocorreram entre pacientes os com AF sem uso de hidroxiureia
(HU). A frequéncia da talassemia -o>"® foi de 9% (36/400), sendo 12,5% (4/32) pacientes
homozigotos (-a/-a)) e 87,5% (28/32) heterozigotos (-/aa); além disso, o haplétipo BEN foi
mais frequente, seguido do haplétipo CAR. Entre os biomarcadores investigados nos
pacientes com AF, evidenciamos que concentracOes elevadas de desidrogenase latica (LDH)
corroboram um perfil hemolitico. Os metabdlitos do Oxido nitrico (NO) demonstraram
influéncia na ativacéo endotelial, e concentractes elevadas de lipoproteina de alta densidade
de colesterol (HDL-C) estiveram associadas a concentracdes elevadas de lipoproteina de
baixa densidade de colesterol (LDL-C), sugerindo o estabelecimento do subfenotipo
dislipidémico na AF. No que tange a co-heranca da talassemia alfa com a AF foi observada
melhora do quadro hemolitico, embora haja contribuicdo para viscosidade sanguinea,
corroborando o subfendtipo vaso-oclusivo; além disso, verificamos associagdo com a



contagem diminuida de plaquetas. Na analise dos 177 pacientes com AF acompanhados no
CERDOFI e HEMOBA encontramos que em relacdo ao perfil genético modulador da HbF, o
haplotipo CAR foi o mais frequente e associado a concentragfes intermediarias de HbF e
elevadas de HbS. No que se refere ao tratamento com HU, os pacientes com AF receberam
doses de 15, 20 e 25 mg/kg/dia e o tempo de utilizacao variou de 2 meses a 4 anos e 2 meses,
observando melhora no perfil hematoldgico, com redugdo na contagem de leucdcitos e
plaquetas. Além disso, verificamos que a melhora dos parametros laboratoriais e perfil clinico
estiveram associados ao tempo de utilizagdo. A andlise dos SNPs localizados nos genes
BCL11A, HMIP e OR51B5/6 demonstrou influéncia maior sobre o perfil hematoldgico e a
associacdo do SNP BCL11A rs766432 com a utilizacdo de HU e com o perfil hematologico
demonstrando contagem elevada de hemacias, concentracdo elevada de hemoglobina,
contagem menor de plaquetas e concentragdes reduzidas de bilirrubina direta e indireta,
sugerindo influéncia maior da presenca do SNP na resposta terapéutica a HU. Em relacdo a
caracterizagdo clinica, a associacdo do SNP BLC11A rs766432 e HU demonstrou diminuigo
de eventos clinicos; entretanto, a litiase biliar foi mais observada entre os pacientes em uso de
HU. Sugerimos que esse evento clinico ocorra de forma independente a presenca do SNP e a
resposta terapéutica & HU. CONCLUSAO: concluimos que pardmetros laboratoriais e
marcadores genéticos contribuem para compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos e
heterogeneidade clinica da DF na populacdo alvo do presente estudo. Ressaltamos a
importancia desses marcadores para 0 seguimento clinico adequado e delineamento de
estratégias para o desenho de novos farmacos e modalidades terapéuticas.

Palavras-Chave: Doenca Falciforme; Biomarcadores; Talassemia Alfa delecdo 3.7kb;
Haplétipos da globina-B>; Polimorfismos Genéticos; Hidroxiureia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Sickle cell disease (SCD) is a genetic disorder with high global
prevalence, heterogeneous clinical course and changes in hematological and biochemical
parameters, presence of alpha thalassemia with 3.7 kb deletion, haplotypes linked to the beta
globin gene cluster, and single nucleotide polymorphisms (SNPs) related to fetal hemoglobin
(HbF) synthesis. Thus, it is important to investigate biomarkers associated with the severity
and pathophysiological mechanisms of SCD. OBJECTIVE: to investigate the study
population, to characterize the sociodemographic profile, clinical events, laboratory and
genetic markers associated with pathophysiological mechanisms and severity of SCD patients.
METHODS: this is a cross-sectional study with a series of 200 SCD patients followed by the
Reference Center for Sickle Cell Disease of Itabuna-Bahia (CERDOFI) and 36 patients with
sickle cell anemia (SCA) of the Hematology and Hemoteraphy Foundation of the State of
Bahia (HEMOBA), Brazil, from 2013 to 2015. The subjects had a pediatric and adult age
group, with 70.5% (141/200) of patients with SCA and 29.5% (59/200) with hemoglobin SC
disease (HbSC). All the participants signed the informed consent form and answered the
sociodemographic questionnaire. Hematological and biochemical parameters, nitric oxide
(NO) metabolites and hemoglobin profiles were investigated using high performance liquid
chromatography (HPLC). The thalassemia alpha deletion of 3.7 kb (a-Thal*™®) was
investigated by the polymerase chain reaction (PCR). The haplotypes linked to the beta S
globin (BS) gene cluster were investigated by PCR and restriction enzyme digestion (PCR-
RFLP); The SNPs on BCL11A gene (rs6732518 and rs766432), HMIP (rs11759553 and
rs35959442) and OR51B5 / 6 (rs4910755 and rs7483122) on chromosome 2, 6 and 11
respectively were investigated by Real-time PCR using TagMan probes. RESULTS: The
casuistic had 52.0% (104/200) of female, 22.0% (44/200) were between 6 and 10 years of age
and 20.0% (40 / 200) from 21 to 30 years (40/200). The self-reported brown color was
described in 52.0% (104/200) of the patients. Regarding the age of the first diagnosis, 38.0%
(76/200) of the patients were diagnosed up to 6 months, and 89.5% (68/76) were by neonatal
screening. With regard to schooling, 60.5% (121/200) reported some degree of education. We
observed that 87.5% (70/80) of the pediatric patients used medication prophylaxis. We found
that 91.8% (90/98) of hospitalizations occurred among SCA patients without hydroxyurea
(HU). The frequency of thalassemia -0.3.7Kb was 9% (36/400), with 12.5% (4/32) of patients
homozygous (-o/-a) and 87.5% (28/32) heterozygotes (-/ac); moreover, the BEN haplotype
was more frequent, followed by the CAR haplotype. Among the biomarkers investigated in
SCA patients, we have shown that high concentrations of lactic dehydrogenase (LDH)
corroborate a hemolytic profile. NOm metabolites have been shown to influence endothelial
activation, and high concentrations of high-density lipoprotein (HDL-C) have been associated
with high levels of low-density lipoprotein (LDL-C), suggesting the establishment of the
dyslipidemic subphenotype in SCA. Regarding the co-inheritance of alpha thalassemia with
SCA, an improvement in the hemolytic condition was observed, although there was a
contribution to blood viscosity, corroborating the vaso-occlusive sub-phenotype; in addition,
we found an association with decreased platelet count. In the analysis of the 177 SCA patients
followed in the CERDOFI and HEMOBA we found that in relation to the genetic profile
modulator of HbF, the haplotype CAR was the most frequent and associated to intermediate
concentrations of HbF and elevated of HbS. Regarding treatment with HU, patients with SCA
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received doses of 15, 20 and 25 mg / kg / day and the time of use ranged from 2 months to 4
years and 2 months, observing improvement in the hematological profile, with reduction of
leukocyte and platelet count. In addition, we verified that the improvement of the laboratory
parameters and clinical profile were associated to the time of use. Analysis of the SNPs
located in the BCL11A, HMIP and OR51B5 / 6 genes demonstrated greater influence on the
hematological profile and the association of BCL11A SNP rs766432 with the use of HU and
with the hematological profile demonstrating high red blood cell count, high hemoglobin
concentration, lower platelets count and reduced concentrations of direct and indirect
bilirubin, suggesting a greater influence of the presence of SNP in the therapeutic response to
HU. Regarding the clinical characterization, the association of BLC11A SNP rs766432 and
HU demonstrated a decrease in clinical events; however, biliary lithiasis was more frequently
observed among patients taking HU. We suggest that this clinical event occur independently
of the presence of the SNP and the response of treatment. CONCLUSION: we conclude that
laboratory parameters and genetic markers contribute to the understanding of the
pathophysiological mechanisms and clinical heterogeneity of SCD in the studied population.
We emphasize the importance of these markers for the adequate clinical follow-up and to
strategies for the design of new drugs and therapeutic modalities.

Key Words: Sickle cell disease; Biomarkers; Alpha thalassemia deletion 3.7kb; $°- globin
haplotypes; Genetic Polymorphisms; Hydroxyurea.
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1 INTRODUCAO

A hemoglobina S (HbS) é decorrente de uma mutacdo de ponto (rs334), que troca a
adenina por timina (GAG>GTG), no sexto codon do gene beta (HBB) da globina, com
substituicdo do aminoacido acido glutamico (Glu) por valina (Val) na sexta posicdo da cadeia
polipeptidica beta (p.Glu6Val). A homozigose para o alelo beta S (B°) é denominada anemia
falciforme (AF), caracterizada por heranca autossémica recessiva, que cursa com anemia
hemolitica grave e alteracdes sistémicas que comprometem 0Orgaos e sistemas diversos. A
denominagdo doenca falciforme (DF) refere-se aos estados sintomaticos, onde a HbS é
encontrada em homozigose ou em heterozigose dupla com outras hemoglobinas variantes ou
talassemias (WEATHERALL e PROVAN, 2000; STEINBERG, 2008; TAYLOR et al.,
2008). Com base na defini¢do de DF, o traco falciforme ou heterozigose para a HbS (HbAS)
ndo é considerado doenca, uma vez que seus portadores sdo assintomaticos. Uma
caracteristica clinica importante dos individuos com a DF corresponde a vaso-oclusdo, com
obstrucdo de vasos sanguineos, formacdo de trombos e infarto de tecidos, que podem
apresentar fibrose e calcificacdo (STEINBERG, 1995, 2009; AKINSHEYE et al., 2011,
2012).

A avaliagdo dos perfis bioquimicos e hematoldgicos contribui para a identificagdo de
marcadores de prognostico e do curso clinico da DF (CERQUEIRA et al., 2010). Outros
marcadores genéticos sdo utilizados na caracterizacdo desses individuos, como o estudo dos
haplétipos ligados ao grupo de genes da globina 3, que variam de acordo com a sua origem,
area geogréafica e da mutacdo, sendo encontrados associados ao quadro clinico do paciente
(GONCALVES et al., 2003). A hemoglobina fetal (HbF) é considerada modulador da DF,
uma vez gue sua expressdo continuada ap0s o0 nascimento contribui para a reducdo dos
eventos clinicos apresentados pelos individuos com a doenca (STEINBERG, 2001).

Outro fator a ser descrito é a identificacdo de alguns polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs) localizados em genes especificos, que apresentam papel relevante na
expressdo da globina gama (y); assim como aqueles identificados nos genes da célula B de
linfoma/leucemia 11A (BCL11A) localizado no cromossomo 2p16; regido variante intergénica
HBS1L-MYB, (gene HMIP) cromossomo 6923, e ‘5 do receptor olfatorio 51B5/6 (OR51B5/6)
no cromossomo 11q, que sdo descritos por estarem relacionados a apresentacdo clinica dos
individuos com DF e expressdo da HbF (UDA et al., 2008; NUINOON et al., 2010). Desta

maneira, todos os marcadores acima citados estdo associados ao curso clinico dessa doenga.
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Quanto a terapia medicamentosa, a HU € o medicamento de escolha até os dias atuais,
consiste em um medicamento citostatico, quimioterapico, cujo mecanismo de agdo esta
associado a inducdo direta das células F através da estimulacdo da guanilato ciclase soltvel e
inibicdo da ribonucleotideo redutase com redugdo de células com concentracGes reduzidas de
HbF (STEINBERG et al., 1997; ORAH e PLATT, 2008), proporcionando influéncia nos
parametros laboratoriais com inducdo do aumento da sintese de HbF, contribuindo para
melhoria clinica dos pacientes com DF (STEINBERG et al., 2008).

Diante do exposto, tendo como base a auséncia de investigacdo desses marcadores na
regido Sul da Bahia, localidade que apresenta frequéncia elevada da DF, foram investigados
marcadores ja previamente associados ao perfil clinico da DF em pacientes atendidos no
Centro de Referéncia a Doenca Falciforme (CERDOFI), localizado no municipio de Itabuna,
Bahia. A obtencgdo de informacGes genéticas, laboratoriais e clinicas referentes ao perfil dessa
populacéo podem contribuir para elucidar mecanismos envolvidos na fisiopatologia da doenca
e subsidiar o desenvolvimento de outros estudos para desenho de novos farmacos e

modalidades terapéuticas, além do acompanhamento adequado dos pacientes com DF.

2 REVISAO DE LITERATURA

21 DOENCA FALCIFORME

A AF é caracterizada pela presenca em homozigose do alelo beta S (B°) e esta
associada a um quadro clinico heterogéneo, variando desde a presenca de anemia hemolitica
grave a ocorréncia de crises dolorosas, resultando em fenémenos vaso-oclusivos. Denota-se
uma morbimortalidade elevada, principalmente decorrente de infec¢Ges associadas, sendo
necessario o desenvolvimento de estudos que possam vir a estabelecer marcadores de
prognoéstico para 0s quadros clinicos mais graves da doenca (STEINBERG, 2001). O termo
DF é designado as hemoglobinopatias que apresentam o alelo BS em homozigose responsavel
pela sintese da hemoglobina S (HbS), cujo quadro é denominado AF ou em heterozigose
dupla com outros tipos de hemoglobinas variantes ou de sintese como nas hemoglobinopatias
SC (HbSC) e SP talassemia (KATO, GLADWIN e STEINBERG, 2007).
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2.1.1 Epidemiologia e Historico da Hemoglobina S

A mutacio responsavel pela HbS originou-se na Africa e foi trazida pelos africanos
para as Américas em virtude do periodo da escraviddo. Muitos africanos vinham de regides
como o Senegal e areas vizinhas e, posteriormente, em meados do século XVII, os principais
portos foram da Africa Ocidental (Benin) e costa africana onde os povos falavam a lingua
Bantu (Namibia e Angola) (NAGEL e STEINBERG, 2001). Assim, cerca de 3,6 milhdes de
individuos foram trazidos para o Brasil, ocasionando a disseminacéo do alelo B°, introduzindo
no Brasil a AF (BRASIL, 2001). A AF consiste em doenca hematoldgica hereditaria com
prevaléncia e incidéncia mundial elevada, principalmente em paises da Africa, América
Central, América do Sul, Aréabia Saudita, india, Turquia, Grécia e Italia. Desta maneira,
estudos mostram que a mutagdo associada a HbS estd em aproximadamente 7 % da populacéo
mundial (WEATHERALL e CLEGG, 2001), sendo que algumas hipo6teses apontam o seu
surgimento entre os periodos paleoliticos e mesoliticos, ha 50-100 mil anos (NAOUM, 2000).

A HbS foi difundida a partir da selecdo de portadores do alelo mutante pela vantagem
evolutiva em regides onde a malaria € endémica e, em decorréncia da imigracdo de africanos
pelo comércio de escravos (REES, WILLIAMS e GLADWIN, 2010). O alelo $° apresenta
disperséo variada na populagéo africana, com prevaléncia mais elevada na regido central da
Africa Subsaariana. Cerca de 230.000 criancas dessa regido nascem com AF, correspondendo
a cerca de 80% do total mundial. Na Europa detectam-se cerca de 1300/ano criangas com AF
e na América do Norte 2600/ano de nascidos com a doenca (REES, WILLIAMS e
GLADWIN, 2010) (Figura 1). Na América Latina, o Brasil apresenta frequéncia variada do
alelo p°, a depender da regido geogréfica estudada. No estado de S&o Paulo foi verificada a
frequéncia de 6,6 % para os individuos HbAS entre os descendentes africanos (RAMALHO,
1986); enquanto na Bahia, a partir de um trabalho com 1200 criancas, a frequéncia do
genétipo HbAS foi de 7,4 % (AZEVEDO et al., 1980). Outro estudo bastante relevante,
realizado em Salvador, Bahia consistiu na investigacdo de recém-nascidos, observando
frequéncia de 9,8 % para os individuos HbAS e incidéncia de 0,2 % para os individuos com
AF (ADORNO et al., 2005).

Nesse contexto, podemos observar a prevaléncia elevada da AF no Brasil,
demonstrando a importancia da triagem precoce para 0 acompanhamento e tratamento
adequado. Em virtude da morbimortalidade elevada e precoce da DF foi implantado no Brasil
0 teste do pezinho ou triagem neonatal no ano de 2001, juntamente com a criacdo do
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)/Teste do Pezinho para hemoglobinopatias,
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no qual foi incluida a investigacdo dessa doenca (BRASIL, 2001; SERJEANT, 2000;
RAMALHO, MAGNA e PAIVA-SILVA, 2003). Esse programa possibilitou o diagnostico no
periodo neonatal, levando ao aumento da sobrevida de individuos com DF. A partir de
informacdes do PNTN, sabemos hoje que nascem cerca de 3500 criangas/ano com a doenca
ou 1/1000 nascidos vivos (NAOUM, 2000).

As incidéncias de 1/601 para a DF e de 1/1435 para a AF foram descritas em estudo
realizado pela Associacdo dos Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE-SSA) (AMORIN,
PIMENTEL e FONTES, 2010). Esses dados foram obtidos na triagem neonatal do estado da
Bahia, que apresenta a prevaléncia para a DF mais elevada do pais. No Brasil, estima-se que a
DF acometa até 0-3 % da populacdo afrodescendente, podendo ser mais expressiva em
decorréncia do grau elevado de miscigenacdo racial (DI-NUZZO e FONSECA, 2004,
GUIMIERO et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de distribuigdo da frequéncia do alelo S no mundo. Figura adaptada (REES, WILLIAMS e
GLADWIN, 2010).

2.1.2 Fisiopatologia da doenca falciforme

A fisiopatologia da falcizacdo tem origem na substituicdo do acido glutdmico
(aminoacido hidrofilico) pela valina (aminoécido hidrofdbico), proporcionando durante as
fases de desoxigenacdo, interagdes hidrofobicas entre moléculas vizinhas, gerando estruturas
polimeéricas, as quais deixam a hemacia deformada (CANCADO e JESUS, 2007,
HANNEMANN et al., 2011). Desta forma, quando a molécula da HbS perde o oxigénio,
permite uma aproximagdo anormal entre as moléculas de Hb, a partir das pontes de

hidrogénio, entre o aminoacido valina e fenilalanina (B-85), leucina (3-88) da molécula
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adjacente da HbS (GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003; SILVA e SHIMAUTE, 2006).
Essa interacdo leva a polimerizacdo das moléculas com consequente alteracao de estabilidade
e solubilidade, resultando em deformacéo e diminuicéo da flexibilidade (STEINBERG, 2008;
HABARA e STEINBERG, 2016). O fendbmeno da falcizacdo é reversivel durante a
oxigenacdo, no entanto, as hemécias ao sofrerem lesdes em sua membrana ndo conseguem
retornar ao formato discoide; porém, eventos repetidos de falcizacbes levam ao encurtamento
da vida media das heméacias em circulacdo e, a alteracGes definitivas e irreversiveis na
membrana eritrocitaria (BRASIL, 2001; STEINBERG, 2008). A polimeracdo da HbS com
eventos repetitivos de falcizacdo ocasiona hemolise intravascular, crise vaso-oclusiva (CVO)
com surgimento de espécies reativas de oxigénio (ERO), estresse oxidativo, diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), lesdo do endotélio, hipercoagulabilidade, aumento
da expressdo de moléculas de adesdo, isquemia/perfusdo e processo inflamatdrio crénico
(Figura 2). Esses eventos levam ao acometimento de processos patoldgicos secundarios de
significancia expressiva (FRANCIS e HAYWOOD, 1992; TURHAN et al., 2002; WOOQOD,
HEBBEL e GRANGER, 2004; RAPHAEL, 2005; MORRIS, 2008).

A isquemia e danos ao tecido sdo decorrentes da oclusdo da microcirculacdo pelos
eritrécitos falcizados, levando a diversos eventos patologicos (SCHNOG et al., 2004). A CVO
envolve a obstrucdo de microvasos, lesdo tecidual, com inflamagdo local (STUART e
NAGEL, 2004), sendo que tanto as hemécias quanto os reticuldcitos dos pacientes com AF
expressam em sua superficie moléculas de adesdo (Figura 2). A ativacdo e adesdo leucocitaria
nos microvasos é também um fator de risco para o processo de vaso-ocluséo, pois implica na
ativacdo do ambiente em cascata, com liberacdo de citocinas e radicais livres (THURAN et
al., 2002, STUART e NAGEL, 2004).
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Figura 2. Fisiopatologia da anemia falciforme: vaso-oclusdo e lesdo endotelial. Fonte: elaborado por Luciana
Fiuza.

2.1.3 ManifestacOes clinicas na doenca falciforme

O quadro clinico da DF, além de variavel é dependente de fatores genéticos, sociais,
culturais e ambientais. O diagndstico precoce possibilitou melhores expectativas quanto a
morbimortalidade, porém, em virtude da heterogeneidade clinica, ainda é dificil o
acompanhamento clinico e terapéutico do individuo com DF (PLATT et al., 1991, MORRIS,
2008, REES e GIBSON, 2012).

As crises dolorosas refletem causa de morbimortalidade e hospitalizacbes na DF,
assim a crise algica € ocasionada pela oclusdo microvascular e isquemia tecidual, sendo que
alguns fatores tém sido considerados desencadeadores, como desidratacdo, hipdxia, infec¢éo,
acidose, alteraces de temperatura e estresse emocional (Figura 3). A leséo tecidual também
leva a estimulacdo do sistema simpatico, promovendo aumento da isquemia tecidual e criacdo
de um circulo vicioso da dor (STUART e NAGEL, 2004, STEINBERG, 2008).

A sindrome torécica aguda (STA) € a maior causa de obito e a segunda maior causa de
hospitalizacdo de individuos com DF nos paises desenvolvidos (NANSSEU et al., 2015). A
STA tem sido associada a uma influéncia sazonal, com prevaléncia maior no inverno,
coincidindo com a época de ocorréncia maior de infec¢cGes em criangas, em especial, das vias
superiores (ADISA et al.,, 2013). Essas infeccbes sdo em sua maioria bacterianas, por
microrganismos como Streptococcus penumoniae e Haemofilus influenzae (OBARO e IROH
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TAM, 2016). Muitos estudos vém elucidando a etiologia da STA e acredita-se que seja
multifatorial, envolvendo infarto e infeccdo pulmonar, atelectasias secundarias a infarto de
costelas e respiracdo superficial por dor, embolia pulmonar e trombose microvascular devido
a aderéncia dos eritrocitos ao endotélio (FAUROUX, 2000; NANSSEU et al., 2015). Nesse
caso, tanto a hipoxia quanto a vasoconstricdo favorecem ndo s6 a polimerizacdo da HbS,
como também diminuem a velocidade dos eritrocitos no capilar, levando a adesdo endotelial
(Figura 3).

O acidente vascular cerebral (AVC) possui prevaléncia elevada nos individuos com
DF, sendo uma das principais causas de deficiéncia cognitiva e de ébito em criangas e adultos
com a doenca. O AVC ocorre devido ao acumulo de hemécias falcizadas, com oclusdo do
limen de microvasos e aparecimento subito de uma deficiéncia neuroldgica focal e, em
alguns casos, com cefaleia, perda de consciéncia e convulsdes (LAWRENCE e WEBB,
2016). Alguns fatores de risco estdo relacionados ao AVC isquémico, como concentragdes
diminuidas de Hb, episddio recente ou prevaléncia elevada de STA e pressao arterial sistolica
elevada. O AVC hemorragico (AVCH) esta associado com a diminui¢do da Hb e leucocitose
(ADEKILE, 2015).

O baco apresenta grande variedade de alteragdes, dependendo da idade e gravidade do
quadro clinico que o paciente com DF apresente. As hemacias enrijecem e perdem a
plasticidade morfoldgica dificultando o seu transito nos sinusoides esplénicos, fato que acaba
comprometendo o érgdo (KHATIB, RABAH e SARNAIK, 2009; BROUSSE, BUFFET e
REES, 2014). Esse evento clinico € bem comum na infancia, nas faixas etarias entre cinco
(5)meses a dois (2) anos de idade, contribuindo para o aumento do baco ou esplenomegalia,
que é evidenciado devido a congestdo dos corddes de Billroth pelos eritrécitos falcizados,
comprometendo sua funcdo. Ainda na infancia é verificada a ocorréncia de sequestro
esplénico devido ao armazenamento macico e subito dos eritrécitos no baco, levando ao
aumento rapido do 6rgdo, fato que requer a esplenectomia que pode ser parcial ou total
(BROUSSE, BUFFET e REES, 2014). O sequestro esplénico cursa com palidez mucocutanea,
distensdo e dor abdominal, podendo surgir polidipsia. A perda de volume sanguineo para o
baco pode levar o individuo ao choque, com taquidispnéia intensa, taquicardia e astenia
(KHATIB, RABAH e SARNAIK, 2009; BROUSSE, BUFFET e REES, 2014).

O priapismo acomete individuos do sexo masculino, sendo definido pela erecdo
peniana prolongada, involuntaria e dolorosa ndo acompanhada de desejo ou estimulo sexual,
podendo durar mais de 30 minutos (KEOGHANE, SULIVAN e MILLER, 2002;
GEBRESELASSIE, SIMMONS e MONTAGUE, 2015). Pode ser caracterizado por duracéo
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prolongada cronica (mais de 4 horas) ou por crises repetidas de curta duracdo (menos de 4
horas), podendo ocorrer também por periodos bastante prolongados (de 24 a 48 horas), 0 que
pode acarretar em disfuncdo erétil permanente ou amputacdo do membro, necessitando de
internacdo hospitalar. O tratamento inicia-se com hidratagdo, analgesia intravenosa e uso de
ansioliticos (SERJEANT e HAMBLETON, 2015).

As ulceracdes de perna sdo lesdes que ocorrem uni ou bilateramente, em especial, nos
maléolos laterais e mediais dos tornozelos, mas podem se desenvolver no dorso dos pés e nas
pernas, sendo frequentemente cronicas e incapacitantes (PALADINO, 2007). As lesGes
menores sdo rasas, superficiais e se resolvem espontaneamente com repouso e higiene local;
ja as lesbes maiores sdo dolorosas, profundas, de longa duracéo, necessitando tratamento mais
agressivo (PALADINO, 2007; MINNITI e KATO, 2015).

As alteracBes Gsseas sdo ocasionadas pela hiperplasia medular crénica, que por sua
vez leva a modulacdo medular pela hemdlise, resultando no adelgagamento da regido cortical
do osso, alargamento dos espagos medulares e trabeculacdo dispersa e irregular. Esse
fendmeno leva a algumas lesdes precursoras de crises vaso oclusivas (CVO), que contribuem
para a instalacdo de osteonecrose (necrose isquémica) e da sindrome mdo-pé (NAOUM,
2000).

Devido a polimeracdo da HbS, eventos de vaso-oclusdo também podem ocorrer nos
rins dos individuos com DF, contribuindo para a hiperosmolaridade, hipoxemia e acidose
local. O processo de lesdo glomerular esta intimamente relacionado a hipertrofia glomerular e
a esclerose glomerular focal, sendo observada proteinuria, que aumenta a sua ocorréncia
conforme aumenta a idade (POWARS, 1991; PAULA et al., 2013). A hematuria é decorrente
da necrose papilar ou da ruptura de vasos neoformados dilatados, sendo geralmente
assintomatica e com evolucdo benigna. Contudo, quando é evidenciada a perda da funcéo
renal, esta ocorre devido a hiperfiltracdo glomerular prolongada, elevando a morbidade e
mortalidade dos pacientes (HIRSCHBERG, 2010; PAULA et al., 2013). Em casos raros pode
ser observada a insuficiéncia renal aguda, sendo atribuida a hipovolemia (PAULA et al.,
2013).

Algumas manifestacOes hepatobiliares sdo evidenciadas nos individuos com DF, sendo
as doencas do trato biliar e do parénquima hepatico as principais complicaces do sistema
digestorio, onde cerca de 70 a 80 % desses individuos apresentam hepatomegalia, ou seja,
aumento do figado (TRAINA e SAAD, 2007). Nesse evento clinico, alguns sintomas sdo
classicos, em especial, a ictericia que reflete a hiperbilirrubinemia, em decorréncia da

bilirrubina indireta, observada nos individuos com anemia hemolitica cronica. A concentracao
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de bilirrubina varia de acordo com as diferentes intensidades de hemdlise denotando
diferentes estagios do comprometimento hepéatico (TRAINA e SAAD, 2007). Ainda sobre as
complicacdes hepaticas, a colelitiase € consequéncia do metabolismo acelerado da bilirrubina
devido a hemdlise cronica, que pode acometer criangcas durante os primeiros anos de vida,
sendo observada em cerca de 70 % dos individuos adultos com DF (GUMIERO, BELLOMO-
BRANDAO e COSTA PINTO, 2008).

As alteracdes oftalmologicas correspondem a lesBes oculares de graus de intensidade
distintos, sendo também resultante de um evento CVO, podendo culminar em complicacGes
visuais graves, levando a cegueira (MYINT et al., 2015). A retinopatia € uma manifestagdo
clinica prevalente, principalmente no individuo com HbSC (MYINT et al., 2015). As lesdes
oculares aumentam com a idade e com o tempo, sendo a faixa etaria de 15 a 30 anos de maior
risco. A retinopatia pode ocorrer na forma néo proliferativa e proliferativa, sendo verificados

eventos clinicos como hemorragia, descolamento de retina, obstrucéo arteriolar e necrose.
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Figura 3. Eventos clinicos na doenga falciforme e mecanismos fisiopatoldgicos associados. Fonte: elaborado
por Luciana Fiuza.
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2.2 MARCADORES LABORATORIAIS

2.2.1 Perfil hematologico

A diferenciacdo das varia¢fes nos gendtipos da DF advém da realizacdo obrigatoria
de exames laboratoriais dentre outros, a cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
que permite a diferenciacdo e quantificacdo das hemoglobinas (NAOUM, 1987, MITIKO,
2007). Outros exames também sdo importantes para o acompanhamento dos pacientes com
DF, como o hemograma, que demonstra anemia normocrémica e normocitica, aumento na
contagem de reticuldcitos, presenca de corpos de Howell-Jolly, eritroblastos circulantes, além
de hemécias falcizadas, leucocitose e plaquetose (ZAGO e PINTO, 2007, DRISS et al., 2011).

A quantidade de reticuldcitos no sangue periférico indica a velocidade de producao
de eritrocitos viaveis na medula dssea. Em situacGes normais, os reticuldcitos permanecem de
2 a 3 dias na medula 6ssea e um (1) dia no sangue periférico, quando entdo seu contetido
hemoglobinico se completa, ou seja, se torna normoconcentrado, transformando-se em
eritrocito maduro (MITIKO, 2007). Os eritrocitos vivem cerca de 120 dias na circulagéo, ja os
reticuldcitos circulam por apenas 1 dia, podendo permanecer de 3 a 4 dias, quando liberados
precocemente pela medula 6ssea, induzida por niveis elevados de eritropoetina circulante.
Com isso, torna-se possivel avaliar o perfil da populagdo celular que se renova no maximo de
3 a 4 dias, além da caracterizacdo morfologica e indices hematimétricos do eritrograma
(SWERDLOW, 2006; KIM, 2014).

O hemograma, hoje automatizado, inclui indices hematimétricos como o volume
corpuscular médio (VCM), a amplitude de distribuicdo dos eritrocitos (red cell distribution
width; RDW), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), variacdo da CHCM dos eritrocitos (HDW) e variacdo da HCM dos
eritrécitos (CHDW), bem como o reticulograma automatizado que tem importancia no
diagndstico diferencial e na monitorizacdo terapéutica das hemoglobinopatias (CERQUEIRA
etal., 2010; KIM, 2014).

Os leucdcitos, também conhecidos por glébulos brancos, se diferenciam a partir de
células-tronco pluripotentes oriundas da medula 6ssea. Correspondem como componente do
sistema imunitario inato do organismo, com objetivo de combater e eliminar microrganismos
e estruturas quimicas estranhas ao organismo, porém podem promover doencas inflamatorias
(NAUSSEF e BORREGAARD, 2014). A leucocitose reflete no aumento da contagem de
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leucocitos, que se relacionam a processos infecciosos, observados na DF de maneira
frequente, em virtude da gravidade clinica. Desta forma, na invasdo de microrganismos ou
substancias estranhas, os neutrofilos sdo o0s primeiros a atacar o agente invasor
(principalmente em infecgBes bacterianas) e, posteriormente o mondcito/macréfago
(MAYADAS, CULLERE e LOWELL, 2014).

As plaguetas se constituem de fragmento citoplasméatico anucleado, presente
no sangue e produzido na medula dssea e atuam no processo de coagulacdo sanguinea e séo
essenciais para hemostase, no entanto, a ativacdo plaquetaria pode ser expressa na DF durante
CVO, promovendo a inflamagdo (WUN et al., 1997; SEMPLE, ITALIANO e FREEDMAN,
2011).

2.2.2 Perfil biogquimico

Os individuos com DF apresentam estresse oxidativo elevado, com producdo de
radicais livres e associacdo com alterac@es no perfil lipidico, com diminuicédo significante do
colesterol total (COL-TOT) (SEIXAS et al., 2010; OZTAS et al.,, 2011) e colesterol de
lipoproteina de alta densidade (C-HDL); entretanto, observa-se hipertrigliceridemia e
aumento da fragdo de lipoproteina de muito baixa densidade (C-VLDL), além de sugerir
marcador potencial de gravidade na DF (SEIXAS et al., 2010). O colesterol é um esterol
precursor de compostos bioativos, como os hormdnios esteroides, acidos biliares e vitamina
D. Estudos demonstraram niveis mais elevados de HDL-C na doenca falciforme,
apresentando baixo risco de hemdlise e disfuncdo endotelial, incluindo contagem menor de
reticuldcitos e eritroblastos, bem como concentracdo reduzida de HbS, estando relacionado ao
consumo elevado de colesterol devido a aceleracdo da producdo de células sanguineas na
medula durante a crise de hemélise (ATAGA et al., 2015). Desta maneira, em pacientes com
DF e niveis elevados de HDL-C este pode ser reflexo das propriedades anti-inflamatéria e
anti-oxidativa dessa molécula (SEIXAS et al., 2010). RAHIMI e colaboradores (2006)
investigaram os niveis de colesterol total, C-HDL, triglicerideos e C-LDL em individuos com
DF e associaram 0 estresse hemolitico a reducdo dos niveis plasmaticos de lipidios em
comparacéo a individuos normais.

No perfil renal, aminoacidos provenientes do catabolismo proteico sdo desaminados
com a producdo de amonia, como este € um composto téxico, se convertido em ureia (NH,-

CO-NH>) no figado, associando-se ao CO,, que constitui a maior parte do nitrogénio ndo
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proteico no sangue. Apds a sintese hepética, a uréia € transportada pelo plasma até os rins,
onde ¢ filtrada pelos glomérulos. A excrecdo ocorre na urina, embora 40 % a 70 % sejam
reabsorvidos por difusdo passiva pelos tubulos, ja& a producdo da creatinina resulta da
desidratacdo ndo enzimatica da creatinina muscular, que € sintetizada no figado, rins e
pancreas, por duas reacdes mediadas enzimaticamente; Posteriormente é transportada no
sangue para outros 6rgdos, como musculos e cérebro, onde é fosforilada a creatinina-fosfato,
sua excrecdo é constante a partir da filtracdo glomerular (ASNANI, LYNCH e REID, 2013;
GOSMANOVA et al., 2014).

O processo de falcizagdo dos eritrocitos ocorre em vérias partes do organismo dos
individuos com DF, levando a processos isquémicos agudos ou crénicos e, consequentemente,
lesdo progressiva do 6rgdo. A hematuria, proteinaria, necrose papilar renal e perda da fungédo
renal sdo eventos observados em individuos com DF (ALEEM, 2008; DRAWZ et al., 2016).
Muitas hemacias senis sdo destruidas, o tempo todo no organismo humano, sendo iniciado
através do sistema monocitico fagocitario do figado, baco e medula 6ssea. A degradacdo da
hemoglobina leva a liberacdo da globina e do grupo prostético heme. A degradacdo de heme
gera, através de uma serie de reacdes de oxirreducdo, a producdo de bilirrubina. O aumento do
nivel de bilirrubina pode ser decorrente do aumento da degradacdo dos eritrocitos (hemolise)
e dano hepatocelular (KOOLMAN e ROEHM, 2005).

A desidrogenase latica (LDH) € uma enzima formada por 334 aminoéacidos, com dois
tipos diferentes de subunidades (M e H) sendo que estas subunidades se associam formando
cinco tipos de isoenzimas que sdo encontradas no organismo. Assim, quando algum 6rgédo é
lesionado, as enzimas intracelulares séo liberadas no sangue e a avaliacdo das isoenzimas e
dosagens possibilitam identificar a origem da lesdo. O figado e os musculos esqueléticos
produzem subunidades M da LDH, enquanto que o cérebro e o musculo cardiaco produzem
subunidade H (KOOLMAN e ROEHM, 2005). Além disso, niveis elevados de LDH
encontram-se associados & hipertensdo pulmonar e anemias hemoliticas adquiridas ou
hereditarias, sendo também considerado marcador importante de hemdlise intravascular
(KATO, GLADWIN e STEINBERG, 2007).

2.2.3 Oxido Nitrico e metabélitos

A lise das hemécias em decorréncia da hemolise intravascular promove liberacao de

Hb livre no plasma, apresentando efeitos inflamatorios e oxidantes que contribuem para a
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disfuncdo do endotélio. Em consequéncia da lise, produtos como a porcdo heme e espécies
reativas de oxigénio sdo liberadas na corrente sanguinea, levando ao aumento do estresse
oxidativo e reducéo dos niveis de 0xido nitrico (NO). Esse contexto oxidativo e inflamatdrio
contribui para a ativagdo de hemacias, leucdcitos, plaquetas e células endoteliais, as quais, por
sua vez, mantém o ciclo inflamatério, com mais producdo de espécies reativas de oxigénio e
citocinas pro inflamatorias (VILAS BOAS et al., 2010; DUTRA et al., 2014).

A hemodlise libera arginase, uma enzima que tem como substrato o aminoacido L-
arginina, essencial para a producdo do NO, levando a reducdo desse metabdlito quando em
vasoconstricdo. O NO atua na regulagdo da vasodilatacdo e manutencdo do tonus vascular,
atuando no controle da expressdo das moléculas de adesdo e ativacdo leucocitaria. A Hb
liberada durante a hemolise € capaz de converter o NO em seu metabdlito inativo reduzindo
sua biodisponibilidade no plasma. Em decorréncia disso, os pacientes com DF passam a
apresentar resisténcia a dilatacdo do vaso e aumento da adeséo celular no endotélio (ZAGO e
PINTO, 2007; KATO, GLADWIN e STEINBERG, 2007, BELANGER et al., 2015).

23  MARCADORES GENETICOS
2.3.1 Haplétipos ligados ao grupo de genes da globina p° e suas influéncias

Estudos prévios sugerem rotas diferentes para a disperséo do alelo p°; porém, o estudo
de Wainscoat e colaboradores (1983), que foi realizado em individuos africanos com AF,
demonstrou a existéncia de diversidade grande de haplétipos diferentes, reforcando a hip6tese
de origem mltipla para o alelo. Com isso, ha pelo menos trés grupos populacionais na Africa
com segmentos cromossdmicos diferentes e caracterizados pela disposicdo sequencial
especifica de bases nitrogenadas, os quais estdo distribuidos em regibes geogréaficas distintas,
denominadas de Senegal (SEN), Benin (BEN) e Bantu (BANTU) (KULOZIK et al., 1986;
ADORNO et al., 2008). Posteriormente, dois grupos étnicos também foram descritos por
possuirem haplétipos diferentes, sendo o grupo de Camarfes (CAR) e Saudita (SAUDI) em
populacdes da Arabia Saudita e grupos tribais da india (KULOZIK et al., 1986).

Ao longo dos anos as populagcdes foram migrando dentro do seu préprio continente e,
em seguida, para outros continentes, o que fez com que o alelo BS fosse bastante difundido.
Desta forma, com os avangos da biologia molecular foi possivel tracar as possiveis rotas do

alelo B° através dos haplétipos. O haplétipo Benin (BEN) foi disseminado para Espanha,
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Portugal, Sicilia e ilhas ao sudeste da Italia, Grécia, Turquia e noroeste da Aréabia Saudita,
enquanto que o haplétipo Bantu foi disseminado para o Kenia, Zambia e Sudao (OJWANG et
al., 1989; MOHAMMED et al., 2006). No Brasil o haplotipo Bantu é o mais prevalente (55 a
75 %), seqguido de Benin (27 a 45 %) e Camarbes (aproximadamente 2 %), resultados
decorrentes de estudos desenvolvidos nos estados da Bahia, Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(ADORNO et al., 2005; SILVA et al., 2010; NAZARE KLAUTAU-GUIMARAES e
GRISOLIA, 2010; LYRA et al., 2005; SILVA FILHO, 2012).

Os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina B° sdo descritos por exercerem
influéncia no curso clinico dos individuos com AF. O hapldtipo BEN esté relacionado a niveis
intermediarios de HbF e gravidade moderada da doenca; 0 CAR a niveis diminuidos de HbF e
quadro clinico mais grave, 0 SEN e SAUDI a niveis elevados de HbF e curso clinico menos
grave da doenca (NAGEL e FABRY, 1984; POWARS, 1991; RAHGOZAR et al., 2000). No
Brasil, os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina B° possuem distribuicdo
heterogénea, com predominancia maior do haplétipo BEN na Bahia (ANTONARAKIS et al.,
1984; GONCALVES et al., 1984; ZAGO, FIGUEIREDO e OGO, 1992; COSTA et al., 1994;
ADORNO et al., 2005; LYRA et al., 2005).

2.3.2 Talassemia alfa

A talassemia alfa é decorrente de mutagcBes no cromossomo 16p13.3, envolvendo o
agrupamento de genes da globina alfa por mutacGes de ponto ou delec@es, entre as Gltimas as

$7Kb o 2K Essas mutacBes provavelmente tiveram origem por

mais comuns sdo as -o
crossing over desigual entre os genes alfa al e a2 (HIGGS et al., 1989). A delecdo -o>' é
heterogénea, surgiu do crossing over desigual entre regides homélogas no cromossomo 16,
que envolve a perda de 3.7 quilobases (Kb) de DNA e apresenta trés subtipos diferentes (I, II,
I11), a depender da localizacdo exata da mutacdo no gene (NOGUCHI et al., 1985; SONATI e
COSTA, 2006).

No Brasil é estimada a prevaléncia elevada da talassemia alfa de acordo com
diferentes grupos étnicos que compdem a populagdo de determinada regido. A talassemia alfa
decorrente da delecdo 3.7Kb encontra-se distribuida em todas as regibes brasileiras até o
momento estudadas (CANCADO, 2006; SONATI e COSTA, 2006). A co-heranga da
talassemia alfa na AF vem trazendo muitos questionamentos acerca da atenuacao clinica ou

melhor prognostico. Diversos estudos abordam que a talassemia causa impacto nos
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pardmetros laboratoriais, sobrevida dos pacientes e eventos clinicos. De acordo com a
literatura, alteracGes sdo encontradas, principalmente nos achados laboratoriais, que em sua
maioria, denota aumento no nimero de hemaécias, concentracdo de Hb total e hematdcrito,
diminuicdo nas concentragdes de VCM, HCM, CHCM, reticuldcitos, contagem de leucdcitos
e intensidade da hemdlise (NAGEL e STEINBERG, 2001; RUMANEY et al., 2014). Em
decorréncia da reducdo da hemolise e aumento do hematdcrito, pode haver elevacdo na
viscosidade sanguinea, com aumento consequente das manifesta¢fes vasoclusivas, podendo
haver surgimento de osteonecrose e retinopatia (WEATHERALL e PROVAM 2000, KATO,
GLADWIN e STEINBERG, 2007).

2.3.3 Polimorfismos moduladores da hemoglobina fetal

A distribuicdo das hemacias com HbF em adultos saudaveis € continua, embora a
maioria dos adultos tenha HbF em concentrac6es menores de 0,5 % do total de Hb, com 10-
15 % de individuos que apresentam aumentos que variam de 0,8 % a 5 % (THEIN,
SAMPIETRO e ROHDE, 1994; THEIN et al., 2009). Os individuos que apresentam niveis
elevados de HbF sdo considerados como tendo persisténcia hereditaria heterocelular de HbF
(hPHHF). Desta forma, quando em associacdo com a talassemia na AF, a hPHHF pode elevar
a producdo de HbF a niveis que sdo clinicamente benéficos (PLATT et al., 1994; MENZEL et
al., 2007). O aumento de HbF esté relacionado com a melhora do quadro clinico do individuo
com DF e, além da co-heranca com a talassemia alfa, sdo descritos polimorfismos
moduladores dessa Hb. Foram identificadas variantes genéticas multiplas que estdo associadas
a presenca de células F em individuos caucasianos (THEIN et al., 2007). Estas variantes
genéticas residem em desequilibrio de ligacdo na regido intergénica HBS1L - MYB. De acordo
com a literatura, hd uma correlacdo na expressao aumentada de células progenitoras eritroides
devido a presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms,
SNPs) na regido do gene HBSL1L, indicando associagdo com o mapeamento dos locus de traco
quantitativo (QTLs) (THEIN et al., 2007).

As variantes genéticas influenciam na regulacdo das concentracdes de HbF,
exercendo papel importante na protecdo do individuo em parte das complicagdes clinicas da
AF (MENZEL et al., 2007). Esta protecdo é dependente da capacidade da HbF de impedir a
polimerizacdo da HbS, sendo que a concentracdo é variavel e hereditaria. Desta maneira, é
importante avaliar os polimorfismos em células B de linfoma/leucemia 11A (BCL11A), do
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cromossomo 2p, na regido intergénica HBS1L-MYB, gene HMIP no cromossomo 6q, e
aqueles ligados ao gene de receptor olfatério 51B5/6 (OR51B5/6) do cromossomo 11p que
tem sido associados a alteracfes na expressdo da HbF (CRAIG et al., 1996; AKINSHEYE et
al., 2011, 2012; BHANUSHALI et al., 2015).

Os SNPs localizados nesses genes estdo associados a indugdo da expressdo das
células F, embora suas respectivas proteinas contribuam com outras funcdes. A proteina do
gene BCL11A, denota funcdo mieloide e de células B do proto-oncogene. Pode desempenhar
importante participacdo na leucogénese e hematopoiese. Um fator essencial na linfopoiese
remete-se a formagdo de células B no figado fetal, alem de funcionar como modulador da
atividade de repressdo transcricional ARP1 (SAIKI et al., 2000). Na proteina de receptor
olfatério 51B5 pode apresentar uma proteina G associada, na qual participa da transducédo de
sinal celular, promovendo a troca de GDP por GTP. Além disso, pode transmitir o sinal a
partir de um lado da membrana para o outro, dando inicio a mudanca na atividade celular em
resposta a detec¢do do olfato. Essa transducao de sinal termina com regulacdo de um processo
celular como, por exemplo, regulacdo da transcricdo ou da regulacdo de um processo
metabolico (BULGER et al., 2000).

24  TRATAMENTO

A hidroxiureia (HU) é o medicamento de escolha utilizado até os dias atuais e ainda se
constitui o melhor agente terapéutico, por proporcionar melhoria da qualidade de vida dos
individuos com a DF (WONG et al.,, 2014). Na AF, a HU provoca 0 aumento nas
concentracdes de HbF e diminui os episddios de hemolise com consequente reducdo das
CVO. O aumento nas concentracdes de HbF é dito por estar associado a inducdo direta da
producdo de células F através da estimulacdo da guanilato ciclase soltvel e inibicdo da
ribonucleotideo-redutase levando a reducdo do ciclismo de células que contém niveis
minimos de HbF (STEINBERG et al., 1997; IKUTA, AUSENDA e CAPPELLINI, 2001;
ORAH e PLATT, 2008) (Figura 4).

Outras evidéncias positivas sd@o observadas no perfil hematoldgico dos individuos,
como o aumento da concentracdo de Hb e VCM, além de reducédo na contagem de plaquetas,
reticuldcitos e neutrofilos (HEENEY et al., 2004; STEINBERG, 2008). Quanto a adesdo ao
endotélio, também é verificada, a reducdo na expressdo das moléculas de adesdo na superficie

das hemacias, plaquetas, leucocitos, bem como de proteinas receptoras levando a diminuigéo
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das oclusdes vasculares, além da participacdo na reducdo e regulacdo da producdo de
citocinas, mediadores inflamatorios e oxidantes com aumento da sintese de NO
(CHARACHE et al., 1992; OSIEVRE et al., 2008; LOU et al., 2009). No Brasil, recomenda-
se a administracdo de HU segundo o Protocolo de Uso do Ministério da Salde, de acordo com
a Portaria N° 55, de 29 de Janeiro de 2010; por via oral em cépsulas de 500 mg sendo
metabolizada no figado e excretada por via renal (80 %). A dose recomendada varia de 15-30
mg/kg ao dia, ndo excedendo a dose maxima tolerada de 35 mg/kg ao dia promovendo o
maximo de melhora clinica (MONTALEMBERT et al., 2006).

Alguns eventos adversos sdo observados nos individuos com DF em uso de HU,
incluindo mielossupressdo, perturbacdo gastrointestinal, erupcdo cutanea, enxaqueca,
potencial teratogénico e possivel carcinogénese, variando a depender da resposta
farmacoldgica de cada individuo. Por conseguinte, devem ser avaliados efeitos de toxicidade
que estdo associados a supressdo de precursores eritrdides com ciclagem mais rapida,
favorecendo a duracdo maior das células F com ciclagem mais lenta, ndo tendo alteracdo da
sua estrutura pela mutacdo no gene HBB (STEINBERG et al., 2010; GREEN et al., 2013). A
taxa elevada de morbimortalidade na DF bem como a sua associacdo a eventos de hemolise,
CVO, infeccBes recorrentes e outras complicagdes clinicas, vem demonstrando a grande
importancia da existéncia de um tratamento eficaz; porém, até o momento, sé existem
medicamentos paliativos para a sintomatologia clinica e/ou na tentativa de evitar
complicacdes mais graves (CHARACHE et al., 1992; DARBARI et al., 2013). A expectativa
de vida dos individuos com AF foi de 14 anos em 1973; no entanto, devido aos avancos e
manejo da ciéncia e medicina a expectativa de vida aumentou para uma média de 50 anos,
principalmente devido aos modelos de atencdo integral e atendimento especializado em
hospital-dia (STEINBERG et al., 2010; LE et al., 2015).

As complicaces clinicas tém tratamentos e acompanhamentos especificos de acordo
com o 6rgdo envolvido, fato que comprova a necessidade de uma equipe multidisciplinar.
Nessa direcdo, o diagndstico precoce se constitui em ferramenta importante para o
atendimento mais rapido e aplicacdo de medidas educacionais e preventivas, tais como: a
utilizacdo de antibioticoprofilaxia até cinco (5) anos, vacina¢do precoce contra pneumococos
e hepatites virais, administracdo de acido folico, analgésicos e anti-inflamatorios quando
necessario, auxiliando no bem-estar e na promog¢do da saude do individuo com a DF
(STEINBERG, 2008; BRASIL, 2014).

Até o momento, 0 Unico tratamento associado a cura da DF é o transplante de medula

0ssea (TMO), porém sua aplicacdo ainda é restrita e de alto risco ao paciente devido a
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existéncia de um doador compativel, ocorréncia de complicaces e alto indice de mortalidade
(SCHNOG et al., 2004; WALTERS, 2015). Estudos mais recentes apontam que as estratégias
terapéuticas desenvolvidas para o individuo falciforme se baseia em trés pontos importantes:
diminuir a concentragéo intracelular de HbS com agentes que ativem o aumento da HbF ou
impecam 0 acometimento da falcizacdo; em seguida diminuir eventos de adesao celular e, por
conseguinte, a VO e, por ultimo reduzir o processo inflamatério e o estresse oxidativo
(WARE et al., 2011; SILVA et al., 2013).
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3 HIPOTESE

HIPOTESE 1
Caracteristicas sociodemograficas, marcadores laboratoriais e genéticos associados a
mecanismos fisiopatoldgicos e de gravidade, caracterizam fenotipicamente individuos com

DF (AF e HbSC), contribuindo para a compreenséo da heterogeneidade clinica.

HIPOTESE 2
Marcadores genéticos e a resposta terapéutica da hidroxiureia influenciam os parametros

laboratoriais, proporcionando menor gravidade aos pacientes com AF.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Investigar marcadores laboratoriais e genéticos, perfil clinico e sociodemogréafico

associados aos mecanismos fisiopatoldgicos e gravidade da DF (AF e HbSC).
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conhecer o perfil sociodemografico e clinico de pacientes com DF (AF e HbSC) da
regido Sul da Bahia;

2. Analisar marcadores laboratoriais associados a gravidade dos pacientes em estudo;

3. Caracterizar subfenotipicamente os individuos com AF com base nos parametros
laboratoriais obtidos;

4. ldentificar talassemia alfa (a) delecdo 3,7 Kb, suas correlagbes com biomarcadores e
influéncia na fisiopatologia da DF;

5. Investigar haplétipos ligados ao grupo de genes da globina BS nos pacientes com DF;

6. Identificar SNPs em genes localizados nos cromossomos 2, 6 e 11 relacionados a

modulagédo da HbF e, associagdo ao uso de hidroxiureia em pacientes com AF.
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5 JUSTIFICATIVA

A DF acomete milhdes de pessoas em diversas regides do mundo, assim a Africa e os
paises com populacdes afrodescendentes sdo as regides que apresentam as prevaléncias mais
elevadas da doenca (WANG e LUKENS, In: LEE et al., 1998). A Bahia € o estado brasileiro
com a incidéncia mais elevada da DF; em Salvador, Adorno e colaboradores (2005)
encontraram a incidéncia de 0,2 % de individuos HbSS e a frequéncia de 9,8 % para
individuos HbAS ao estudarem recém-nascidos de uma maternidade pablica. Na regido Sul da
Bahia ainda ndo ha nenhum estudo de caracterizagdo fenotipica da DF na populacéo, tornando
importante o levantamento de dados relacionados a esta hemoglobinopatia, visando a
melhoria do prognostico, diagnostico e acompanhamento clinico do paciente. A apresentacao
clinica dos individuos com DF é heterogénea, sendo que alguns estudos tém demonstrado
papel importante da interacdo génica e de fenémenos epistaticos no fenoétipo do paciente
(STEINBERG, 2005; SILVA FILHO, 2012). Os pacientes com DF podem apresentar STA,
que envolve infarto ou infeccdo pulmonar; sequestro esplénico e AVC, bem como o
surgimento de outras complicacdes clinicas, como priaprismo, necrose asséptica do fémur e
retinopatia (STEINBERG, 2009; DARBARI et al., 2013).

Em relacdo a gravidade da DF, fatores genéticos tém sido descritos por determinarem
mudancas no curso clinico da doenca. Desta forma, a simples presenca de tais fatores tem sido
utilizada para estimar riscos clinicos e para estratégias de seguimento desses pacientes
(CHARACHE, 1990; DARBARI et al., 2013).

A anemia hemolitica apresentada pelos pacientes com DF varia em intensidade entre
os subfenotipos, sendo que a presenca de talassemia o causada pela delecdo de 3.7Kb tem
sido considerada como caracteristica importante para a apresentacdo dos subfendtipos
hemoliticos e vaso-oclusivo/viscoso (KATO, GLADWIN e STEINBERG, 2007), fato que
aponta para a importancia desse marcador.

A diversidade fenotipica apresentada pelos pacientes com AF também tem sido
associada a presenca de haplotipos ligados ao grupo de genes da globina B, que também tém
sido relacionados de acordo com as concentracbes de HbF (POWARS et al., 1991;
STEINBERG, 2001). Cinco haplétipos principais sdo descritos e nomeados de acordo com a
regido geografica onde foram primeiro identificados: Benin (BEN) associado & Africa Centro-
Ocidental, Senegal (SEN) a Africa Centro-Ocidental, Bantu (CAR) & regido Centro-Sul e
Oriente Africano, Camardes (CAMER) a Costa Oeste da Africa, com descri¢do em afro-
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americanos do Sudeste dos Estados Unidos, e a Arabia Saudita-india ao subcontinente indiano
e a seccdo Ocidental da Peninsula Arabica (COSTA et al., 1994; GONCALVES et al., 1984,
2003).

As concentragdes de HbF podem chegar a 30 % nos pacientes com AF (STEINBERG
et al., 2005), sendo que os valores elevados de HbF tém sido relacionados a menor gravidade
clinica da doenca, além da diminui¢cdo na mortalidade infantil e em adultos (CHARACHE et
al.,, 1990; STEINBERG, 2005). A HbF em individuos adultos é regulada de maneira
multigénica, com identificacdo de 3 locus de caracteristicas quantitativas (QTLS) na
modulacdo da sintese da HbF: o SNP C/T no gene HBG2 localizado na regido cromossoémica
11p15; o polimorfismo intergénica HBS1L-MYB na regido cromossémica 6023, e 0
polimorfismo BCL11A na regido cromossémica 2pl6 (BHANUSHALI et al., 2015;
HARBARA e STEINBERG, 2016). Com base na prevaléncia elevada da DF e no papel
modulador exercido pela HbF, torna-se importante a elucidagédo de mecanismos que possam
favorecer o desenvolvimento de estratégias indutoras da Hb.

Com o desenvolvimento do presente trabalho foram avaliados um grupo de pacientes
com DF da regido Sul da Bahia, em acompanhamento no Centro de Referéncia para DF do
municipio de Itabuna, caracterizando-os quanto as concentracbes de HbF, presenca da
talassemia o 3.7 Kb, haplétipos ligados ao grupo de genes da globina $° e SNPs ligados aos
principais QTLs relacionados a sintese da HbF, associando-os a marcadores hematoldgicos,
bioquimicos e clinicos, visando o estabelecimento de marcadores preditivos da gravidade da
doenca. Cumpre ressaltar que estas alteragdes podem explicar o curso clinico heterogéneo
apresentado pelos pacientes com DF, contribuindo para a compreensao da evolucéo clinica da
doenca na populacdo alvo do estudo, trazendo informacgdes adicionais que podem ser
utilizadas no seguimento clinico dos pacientes e no delineamento de estratégias futuras para o

desenho de novos farmacos e outras modalidades terapéuticas.
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haplétipo BEN foi mais frequente, com maiores concentragdes de HbF e menor concentracéo
de HbS. A talassemia -o>™" teve a frequéncia de 0,09 (9,0%), com concentragéo elevada de

hemoglobina e hematocrito, porém com microcitose e hipocromia. Sobre os eventos clinicos
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foi verificada ocorréncia maior de hospitalizagdes na AF. Os nossos dados sugerem a
caracterizacdo da populacdo em estudo e, com base nos parametros laboratoriais, marcador

genético e perfil clinico, enfatizam as diferencas entre os genétipos da AF e HbSC.
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Abstract

Background: In this study, we evaluate the association of different clinical profiles,
laboratory and genetic biomarkers in patients with sickle cell anemia (SCA) and hemoglobin
SC disease (HbSC) contributing to characterize the sickle cell disease (SCD) genotypes.
Methods: We conducted a cross-sectional study from 2013 to 2014 in 200 SCD individuals
(141 with SCA; 59 with HbSC) and analyzed demographic data to characterize the study
population. In addition, we determined the association of hematological, biochemical and
genetic markers including the B°-globin gene haplotypes and the 3.7 Kb deletion of a-

thalassemia (-o>""®

-thal), as well as the occurrence of clinical events in both SCD genotypes.
Results: Laboratory parameters showed a hemolytic profile associated to endothelial
dysfunction in SCA individuals; however, the HbSC genotype was more associated with
increased blood viscosity and inflammatory conditions. The BEN haplotype was the most
frequently observed and was associated with elevated fetal hemoglobin (HbF) and low S
hemoglobin (HbS). The -a>""-thal prevalence was 0.09 (9%), and it was associated with
elevated hemoglobin and hematocrit concentrations. Clinical events were more frequent in
SCA patients.

Conclusions: Our data emphasize the differences between SCA and HbSC patients based on

laboratory parameters and the clinical and genetic profile of both genotypes.

Keywords: sickle cell anemia, hemoglobin SC disease, biomarkers, genetic profile
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Background

Sickle cell disease (SCD) is a group of inherited diseases that includes sickle cell
anemia (SCA), which is the homozygous state of the beta S (B°) allele and the most severe
SCD genotype. Likewise, the heterozygous state of the B° allele, is characterized by the
presence of hemoglobin S (HbS) associated with changes in the structure or synthesis of the
other globin chain, consists of a group of less severe SCD, including hemoglobin SC disease
(HbSC). SCD has important implications for public health, and both worldwide incidence and
prevalence are high, which reinforces it as a significant social problem in many countries
[1,2]. The clinical diversity of SCD includes hemolytic and vaso-occlusive episodes (VOE),
infections, stroke, acute chest syndrome (ACS), pulmonary hypertension, multiple organ
dysfunctions and other complications [3]. Several factors have been shown to modulate the
clinical manifestations of SCD including hematological, biochemical, inflammatory and
genetic markers, as well as environmental, sociodemographic, and socioeconomic
characteristics [3,4].

With respect to the genetic markers, SCA patients can also be carriers of one or more
gene determinants such as the 3.7 Kb deletion of a-thalassemia (-a>"™-thal). In Afro-

descendants, the heterozygous (-a/ac) or homozygous (-o/-a)) -o>"<°

-thal genotype in SCA
individuals is associated with a reduction in HbS concentration, which consequently lowers
polymerization and cell damage and improves the hemolysis profile [5,6]. In addition, this
association promotes changes in hematological and biochemical [5,6,7].

BS globin gene haplotypes are constituted of polymorphisms in the BS globin gene

cluster, which are associated with specific levels of fetal hemoglobin (HbF), contributing to

phenotypic diversity in SCA patients [8,9,10]. There are five main haplotypes, named Benin



46

(BEN), Central African Republic (CAR), Senegal (SEN), Arab-Indian, and Cameroon
(CAM), according to their geographical origin and ethnic groups [9,11].

Considering the wide range of variability in the severity of SCA and HbSC
individuals, some laboratory biomarkers are important to understand the disease
physiopathology, such as hemolysis (reticulocyte count and serum LDH) and viscosity
markers (hemoglobin and hematocrit concentration) [12]. HbF levels, inflammation and

endothelial dysfunction play a pivotal role in differentiating SCD sub-phenotypes [12,13].

The severity of SCD arises from several clinical complications that influence each
individual’s immunity. Therefore, the use of medication, prophylactic vaccines and practicing
healthy habits are recommended [14,15]. However, another important point is the cost to the
health care system and how much the government pays for each patient with SCD, including
hospital admissions and readmissions, therapy and the spectrum of comorbidities that may
require years of follow-up in different specialists [15,16].

In this study, we investigated the association of the different clinical manifestations,
laboratory biomarkers and genetic profiles in patients with SCA and HbSC to establish

parameters that highlight sub-phenotypes differences in these SCD genotypes.

Methods

Subjects

We conducted a cross-sectional study from 2013 to 2014 at the Itabuna Reference
Center for Sickle Cell Disease in Bahia, Brazil, that follows a total of 536 SCD patients from
the south coast, extreme south and southwest regions of Bahia. Our sample size was 200 SCD

patients (141 with SCA and 59 with HbSC) with a mean age of 16.06 £ 11.83 years and a
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median age of 13 years (range: 1-61 years). Clinical data were collected from the medical
records. Each patient enrolled in the study was in a steady state and had not received a blood
transfusion in the last six months. Informed consent was obtained from all individuals or
responsible party prior to enrollment in the study, and the study protocol was approved by the
Ethics Research Board of the Goncalo Moniz Institute of the Oswaldo Cruz Foundation
(IGM-FIOCRUZ-BA) following the ethical principles of the Declaration of Helsinki of 1975

and its revision.

Hematological and biochemical parameters

Hematological analyses were carried out using Sysmex KX-21N™  Automated
Hematology Analyzer (Sysmex Corporation, Tokyo, Japan). Serum lipids and lipoproteins
were analyzed using fully automated equipment (Cobas, Roche Diagnostics, Salt Lake City,
Utah, USA). Hemoglobin profiles and HbF concentration were determined using High
Performance Liquid Chromatography (HPLC, VARIANT I-Bio-Rad, CA, USA). Nitric oxide

metabolites (NOm) were determined using the Griess reaction, as previously described [17].

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from leukocytes using a QlAamp® DNA Extraction Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer's instructions. ° globin gene cluster
haplotypes were investigated using polymerase chain reaction (PCR) followed by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) [18]. Allele-specific PCR was used to investigate the -
a>™P_thal deletion presence [19]. All analyses were performed in the Anemia Research

Laboratory at the Federal University of Bahia and Laboratory of Hematology, Genetics and

Computational Biology at the IGM-FIOCRUZ-BA.
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Statistical Analysis

Baseline values of selected variables were summarized as the mean and stratified
according to percentile. Distribution of the quantitative variables was analyzed using Shapiro-
Wilk test. Quantitative variables were compared between two groups using the t-test for data
with a parametric distribution and the Mann-Whitney test for nonparametric data. The Chi-
square test and Fisher exact test were used to analyze the qualitative or categorical variables.
Statistical analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 20.0 software (IBM, New York, NY, USA), and P values <0.05 were

considered significant.

Results

In our study, we analyzed patients with SCA and HbSC and have identified that the
majority of the SCD patients were female (52.0%; 104/200) and were aged either between 6
and 10 years (22.0%; 44/200) or 21 and 30 years (20.0%; 40/200). Brown skin color (52.0%;
104/200) was self-reported by the majority of the patients during the interview (Table 1).
With respect to the patient’s educational status, 60.5% (121/200) reported some type of
educational degree, 26.0% (52/200) were uneducated or partially completed elementary
school, and 53.5% (107/200) had only completed elementary school (Table 1). The age at first
diagnosis of SCD was younger than 6 months of age in the majority of the patients (38.0%;
76/200), and 68 patients in this group were diagnosed through the newborn screening. In
addition, 25.0% of the patients were diagnosed between the age of 7 months and 4 years
(50/200) and 17.0% were diagnosed between the ages of 5 and 9 years (34/200) (Table 1).

When we analyzed the number of patients who have any relatives with SCD, we found that
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31.5% (63/200) had a brother with the disease, and 28.5% (57/200) had four or more brothers
with SCD (Table 1).

SCD patients were from several cities belonging to administrative regions, with 78.0%
from the south coast of Bahia, 14.5% from the extreme south of Bahia, and 7.5% from the
southwest of Bahia (Fig. 1). In the south coast, the city of Itabuna had the highest number of
SCD patients, which represented 38.5% (77/200) of the study population, followed by
Eunapdlis, llhéus, Porto Seguro, and Camacan, which had 6.0% (12/200), 6.0% (12/200),
5.5% (11/200), and 5.0% (10/200) of the SCD patients respectively.

We found that BEN haplotype (47.9%; 135/282) was the predominant haplotype in
SCA patients, followed by CAR haplotype (45.0%; 127/282), and atypical haplotype (7.1%;
20/282). In the HbSC patients, 54.2% had BEN haplotype (32/59) and 45.8% had CAR
haplotype (27/59). Regarding the genotype of the B° globin gene cluster haplotypes among the
SCA patients, 41.2% (58/141) had BEN/CAR genotype, followed by CAR/CAR genotype
(22.7%; 32/141) and BEN/BEN genotype (24.8%; 35/141). Among the SCA patients, we
found that 5.0% had BEN/Atypical genotype (7/141), 3.5% had CAR/Atypical genotype
(5/141), and 2.8% for the atypical genotype (4/141). When we analyzed the globin gene
cluster haplotypes associated to the HbSC, we found that 5.1% (3/59) had the BEN Il
genotype, 35.6% (21/59) had the CAR | genotype, 47.4% (28/59) had the BEN | genotype,
8.5% (5/59) had the CAR Il genotype, 1.7% (1/59) had the CAR Il genotype, and 1.7%
(1/59) had the BEN Il genotype (Table 2). The haplotypes are known to modulate HbF
levels, thus, we analyzed 99 patients with SCA and 52 patients with HbSC who had no history
of HU therapy and absence of the CAR haplotype lead to elevated HbF levels (Table 3).

We found that 168 patients had the wild type of the a- genotype and that 32 patients
had the deletion (-o*"**-thal). In this group, we observed 4 patients with the homozygous

genotype (-a/-o) and 28 patients with the heterozygous genotype (-a/a) (Table 2). When we



50

evaluated 98 patients with SCA and 52 patients with HbSC who had no history of HU
therapy, we have found that hemoglobin and hematocrit concentrations were high and that
MCV and MCH were low in the presence of the o> "*-thal in both SCD genotypes (Table 3).

We observed in the biomarkers of hemolysis the red blood cell count (p<0.001),
hemoglobin (p<0.001) and hematocrit concentrations (p <0.001) were low, and MCV
(p<0.001), MCH (p<0.001) concentration and red blood cell distribution width (RDW)
(p<0.001) were high (Table 4) in SCA patients. Additionally, in the same group, we found
that the levels of total (p<0.001), direct (p<0.001) and indirect (p<0.001) bilirubin, LDH
(p<0.001), NO metabolites (p=0.047) and reticulocyte count (p<0.001) were high (Table 3).
We also found that the total white blood cell (WBC) (p<0.001), eosinophil (p=0.007),
lymphocyte (p<0.001) and monocyte (p=0.003) counts (Table 4) were high in SCA patients.
The platelet count was increased in SCA patients (p<0.001). Conversely, we observed low
levels of total cholesterol (p=0.012) and HDL-C (p<0.001) in these patients (Table 4).

We analyzed the distribution of clinical events in the different SCD genotypes (SCA
and HbSC) with no history of HU therapy, and we found that hospitalization was strongly
associated with the SCA genotype (91.8%; 90/98) (p=0.001) (Table 5).

With regard to the use of prophylactic penicillin, we identified that 87.5% (70/80) of
SCD pediatric patients received prophylactic penicillin therapy. Following the use of
prophylactic penicillin therapy, 92.5% (185/200) of SCD patients in all age groups reported
the use of folic acid everyday (p=0.046). HU therapy was used by 25.0% (50/200) of SCD
patients all older than 6 years and was more frequently used in patients aged 11 to 31 years

(p<0.001).
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Discussion

The present study analyzed the laboratory, genetic, clinical and demographic
characteristics of 200 SCD patients who were followed at the Reference Center living in the
south of Bahia in the northeast of Brazil.

We observed low educational level in patients with SCD, which is in accordance with
findings from studies in the United States and other Brazilian regions [20,21]. Another study
observed that sociodemographic characteristics had no influence on the development of SCD
complications; however, age, low socioeconomic class and education level were associated
with anemic crisis in SCD [22,23].

Among our patients 38.0% were diagnosed younger than 6 months of age, and 25.0%
were diagnosed between 7 months and 4 years old, which is consistent with a delayed
diagnosis. Newborn screening for SCD started in 2001 in Brazil when the National Newborn
Screening Program (PNTN)/Guthrie test was founded to test for hemoglobinopathies [24],
establishing important early diagnosis to SCD. Newborn screening for hemoglobinopathies
resulted in a reduction of mortality and clinical complications in SCD patients in Brazil, due
to the therapeutic and clinical monitoring of the child from birth. Therefore, delayed diagnosis
contributes to the risk of mortality and disease severity [24].

In the geographic region of our study, we found high occurrence of SCD at patients of
the south coast of Bahia. In this region, the majority of SCD patients were from the city of
Itabuna. Specialized care located in the city of Itabuna facilitates patient access to health care
and support. Much about the SCD history in the south coast region of Bahia remains
unknown. The beginning of the peopled of Itabuna started firstly with the cowboys from
Sergipe, in 1867, when they also immigrated to Vitoéria da Conquista [25]. Sergipean

immigrants, from a state close to Bahia, initiated holdings on the Cachoeira River banks
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during the same period that the Jesuits provided a catechesis to the Pataxd, Guerren and
Camaca natives on farms. In 1730 and 1790, pioneers braved the wilderness and the natives
[25]. Blacks and mulattos coming from the Sergipe and Bahia backlands in 1850 were
attracted to the wealth of the region and the possibility of working on the cocoa farms [25].
As a result, Ilhéus and Itabuna had a significant influence of many Brazilian natives. In
addition, people from different tribes and African regions came from South Africa and landed
in the port of llhéus during the slave trade.

Interestingly, some of the historical aspects suggest the possibility of greater
dispersion of the B° allele in Itabuna. The predominant genotype in SCA patients was
BEN/CAR and in HbSC patients was BEN | followed by CAR 1. According to the literature,
in 1678-1814, approximately 39 of the 1770 ships that exported tobacco from Bahia went to
the Congo and Angola, where they captured Africans for slave labor, which represents the
genetic contribution from the central Atlantic region of Africa [26]. After 1815, Bahia was the
only Brazilian state that restricted slave traffic through Ecuador, which explains the
correlation between the genotypic frequencies in Bahia and Western Africa, principally the
Benin region [27]. We found high levels of HbF and low levels of HbS in patients with the
BEN haplotype. Most of the patients with the CAR haplotype had low HbF levels (below 5%
of the total HbF), whereas carriers of the BEN haplotype had intermediate HbF levels
(between 5 and 15%) and this is in agreement with a previous study [28].

3.7Kb

In Brazil, the prevalence of -o™"""-thal is associated with different ethnic groups that

3.7Kb

constitute its population. Previous studies have shown that the -o™"-thal genotype is the

most frequent deletion that causes a-thal in all Brazilian regions [29,30]. We observed a high

prevalence of -0

-thal deletion in the studied population. It is estimated that in Brazil, the
overall frequency of the a-thalassemia trait is between 1% and 3%. [30]. According to our

results, the distribution of the hematologic profile with the co-inheritance of o""-thal
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deletion lead to increased hemoglobin levels, despite the microcytosis, hypochromia and
increased hematocrit levels. The literature reports that the homozygous and heterozygous
states of -o>""-thal, are characterized by mild anemia, hypochromia and microcytosis.
However, increased hematocrit levels are observed, which contribute to enhance blood
viscosity, increase vaso-occlusion and the occurrence of clinical events [7,31].

Several studies have demonstrated the physiopathological mechanisms underlying
SCA and HbSC. We observed that SCA patients had a more prominent hemolytic pattern
compared to HbSC patients who presented a lower RBC count and hemoglobin concentration,
and increased LDH levels. This is in agreement with previous studies which described that in
HbSC patients the HbC presence induces the HbS polymerization, however it occur in a
reduced degree when compared to SCA patients. Thus, HbSC patients exhibits a less severe
hemolytic anemia [2,32]. SCD patients with increased hemolysis exhibit several
complications, such as priapism, leg ulceration, pulmonary hypertension and early mortality
[2,32].

We identified increased reticulocytes count in SCA patients in response to hemolysis.
This is related to anemic stress that promotes the release of immature RBCs from the bone
marrow, which consequently increases reticulocytes count on peripheral blood [33]. We
observed a slight decrease in NOm in HbSC patients. The lysis of erythrocytes promotes the
release of free Hb in the plasma, which promotes inflammatory and oxidative effects that
contribute to endothelial dysfunction. As a result, SCD patients classically present with vessel
dilation resistance and increased cell adhesion to the endothelium [12,34]. Due to this process,
the heme portion and reactive oxygen species (ROS) are released into the bloodstream,
increasing oxidative stress and decreasing NOm levels [35,36].

Patients with HbSC had a lower leukocyte count than SCA patients. This result is

consistent with previous findings that identify the same association [37]. Moreover, SCA
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patients had higher platelet counts; however, the mean platelet volume (MPV) was high in
both the genotypes. Platelets regulate hemostasis, but they are also responsible for inducing
inflammation. An increase in platelet activation has been found in SCD patients during vaso-
occlusive events [38].

The analysis of the lipid profile in SCA patients included low total cholesterol levels
and lower HDL-C levels compared to HbSC patients; however, both genotypes had values
below the reference value, which represents a risk factor for the development of
cardiovascular disease [39]. Hypertriglyceridemia and increased VLDL-C were observed in
SCA patients in this study, although these results were not statistically significant. According
to previous reports, SCD individuals have decreased lipid plasma levels during hemolytic
stress and compared with normal individuals [40].

Clinical manifestations are considered a limiting factor that may influence patient
mortality; these include pain crisis, VOE and the coexistence of comorbidities, such as
malleolar ulcers, infection, cholelithiasis, splenomegaly, retinopathy, vascular necrosis, and
neurological disorders, which have a negative effect on the cognitive development of these
patients [11,16]. As demonstrated in our results, we found increased hospitalizations in SCA
patients, once this is the most severe genotype of SCD characterized by a higher incidence of
clinical complications and hospitalizations than HbSC [16].

We found that a high percentage of patients used oral prophylactic penicillin,
including Benzathine, which was administered in patients prior to age 7 years. The
prophylactic use of penicillin significantly reduces the risk of sepsis and death due to
pneumococcal infection [41]. Another prescribed drug, folic acid, is used in cases of increased
activity secondary to chronic hemolysis that results in high RBC destruction and leads to a
deficit in folic acid [42,43]. Our data showed daily high adherence to folic acid use in all age

groups [44].
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Conclusion

Our data highlight the differences between sub-phenotypes among SCA and HbSC
patients, based on laboratory characterization, genetic profiles and clinical manifestations of
both genotypes. The results of our analyses emphasize the need for specialized care services
for SCA and HbSC patients, particularly because of their heterogeneous genetic, clinical and
pathophysiological backgrounds, and indicate the need for public health policies that

significantly improve the health of these patients.
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Table 1. Characterization of SCD patients followed by the Reference Center in the South of Bahia, Brazil.

Age (years) N (%) Sex N (%) . esi]t('ge‘éf;?g o NO9  Education N (%)
<5 36 (18.0) Female 104 (52.0) White 13 (6.5) Elementary school 107(53.5)
61010 44 (22.0) Male 96 (48.0) Black 74 (37.0) High school 40 (20.0)
11t0 15 37 (18.5) Brown 104 (52.0) University 1(0.5)
16 to 20 21 (10.5) Yellow 9 (4.5) Uneducated 52 (26.0)
or incomplete
2110 30 40 (20.0) elementary school
>31 22 (11.0)
LSS 6 N (%) Age at 1st Diagnosis N (%) ParentswithSCD N (%) Region of Origin N (%)
brothers with SCD
0 21 (10.5) < 6 months 76 (38.0) None 100 (50.0)  South Coast 156 (78.0)
1 47 (23.5) 7 months to 4 years 50 (25.0) Father 4 (2.0) Extreme South 29 (14.5)
2 42 (21.0) 5to 9 years 34 (17.0) Mother 3(1.5) Southwest 15 (7.5)
3 33 (16.5) 10 to 14 years 11 (5.5) Brother 63 (31.5)
4 or More 57 (28.5) 15 to 17 years 15 (7.5) Cousin 22 (11.0)
> 17 years 14 (7.0) Auntand Uncle 1 (0.5)
Nephews 2 (1.0)
Not heard
Inform 5(2.5)

09
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Table 2. Distribution of the genotypes and alleles of the B° globin haplotype and -o*"*"-thalassemia in SCD.

p° globin Genotype -o>™®-Thalassemia Genotype
HbSC % (N=50) SCA % (N=141) HbSC % (N=59)  SCA % (N=141)
BENII  51(3) BEN/BEN 24.8 (35) Absence 84.7 (50) Absence 83.7 (118)
CAR I 35.6 (21) BEN/CAR 41.2 (58) Heterozygous 13.6 (8) Heterozygous  14.2 (20)
BEN I 47.4 (28) CAR/CAR 22.7 (32) Homozygous 1.7 (1) Homozygous 2.1 (3)
CARIIl  85(5) BEN/Atypical 5.0 (7)
CARII 17(1) CAR/Atypical 3.5 (5)
BENII  17(1) Atypical 2.8 (4)
p° globin Haplotype in HbSC  B° globin Haplotype in SCA Frequency of -a*""-Thalassemia chromosome in SCD
BEN 54.2 (32/59) BEN 47.9 (135/282) Presence  0.09 (36/400)
CAR 45.8 (27/59) CAR 45.0 (127/282)

Atypical 7.1 (20/282)

19
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Table 3. Distribution of the median (25" — 75™) hematological data among the B° globin haplotypes and -a*"*"-thalassemia.
B° globin Haplotype -o>™*-Thalassemia
HbSC SCA HbSC SCA
(N=52) (N=99) (N=52) (N=99)

Median (25" — 75")  Median (25" — 75™)

Absence CAR Presence CAR
N=26 N=26

HbS
50.0 (48.1 -51.4) 50.6 (49.5 — 51.6)
p=0.301

HbF
1.9(0.8-4.5) 1.3(0.7-3.2)
p=0.181

Median (25" - 75™)  Median (25" — 75")

Absence CAR Presence CAR

N=29 N=70
HbsS
83.0 (76.0 — 88.3) 88.3 (83.5 - 91.7)
p=0.004
HbF
12.9 (7.5 18.3) 7.7 (4.1-115)

p=0.005

Median (25" — 75"  Median (25" — 75™)

3.7Kb 3.7Kb

Absence -a Presence -a

N=43 N=9

Hb
10.8 (10.1 - 11.6) 10.9 (9.9 — 12.4)

p=0.735

Ht
30.7 (28.7 - 32.5) 31.7 (28.0 - 34.1)

p=0.961

MCV
76.1 (71.5 - 80.1) 71.6 (67.3 - 72.4)

p=0.018

MCH
27.2 (24.6 — 28.8) 25.0 (23.4 - 26.5)

p=0.071

Median (25" - 75")  Median (25" — 75"

3.7Kb 3.7Kb

Absence -a Presence -
N=85 N=14
Hb
7.6(7.1-8.3) 8.2(7.3-8.8)
p=0.427
Ht

21.7 (19.9 - 24.1)
p=0.252

23.8 (21.4 - 25.5)

MCV
88.0 (83.6 —93.2) 80.3 (76.3 - 83.1)

p<0.001

MCH
30.8(28.8-327)  27.7(25.7 - 29.0)

p<0.001

Hb: hemoglobin; Ht: hematocrit; MCV: mean cell volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin. Bold values indicate significance at p < 0.05; p-value obtained using Mann-Whitney.
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Table 4. Comparison of the laboratory data between SCA and HbSC patients.

63

Laboratory value SC_:A (N=98) HpSC (N=52) p value
Median (25" — 75™) Median (25" — 75™)

Hemolysis
RBC, x10'4/L 2.60 (2.30 — 2.80) 4.15 (3.80 — 4.50) <0.001
Hemoglobin, g/dL 7.60 (7.15 — 8.50) 10.90 (10.12 — 11.82) <0.001
Hematocrit, % 21.80 (20.15 — 24.47) 30.80 (28.72 — 32.50) <0.001
MCV, fL 86.05 (81.37 — 91.10) 74.40 (70.80 — 79.72) <0.001
MCH, fL 30.15 (27.87 — 32.25) 26.60 (24.60 — 28.67) <0.001
RDW, fL 24.80 (21.60 — 27.20) 18.65 (17.62 — 19.57) <0.001
Total bilirubin, mg/dL 2.55 (1.67 —3.72) 1.20 (0.80 — 1.67) <0.001
Direct bilirubin, mg/dL 0.45 (0.30 — 0.60) 0.30 (0.20 — 0.40) <0.001
Indirect bilirubin, mg/dL 2.20 (1.20-3.12) 0.90 (0.52 —1.27) <0.001
LDH, U/L 1094.00 (785.50 — 1684.50) 481.50 (381.75 — 567.25) <0.001
Reticulocyte
Reticulocyte count 5.40 (4.20 — 8.20) 3.65 (2.62 — 4.37) <0.001
NO metabolites
NOm, uM 35.62 (28.02 — 47.50) 31.34 (23.19 — 40.80) 0.047
Leukocytes
WBC, x 10°/L 13800.00 (11175.00 — 16100.00) 10450.00 (7225.00 — 12900.00) <0.001
Segment count, x 10%/L 5778.00 (4275.25 — 7203.50) 5182.00 (3498.50 — 6717.00) 0.080
Eosinophil count, x 10%/L 695.50 (281.50 — 1774.75) 421.50 (216.50 — 895.25) 0.007
Lymphocyte count, x 10/L 5535.00 (4335.00 — 7156.50) 3356.50 (2492.00 — 4704.75) <0.001
Monocyte count, X 10%/L 349.50 (219.00 — 670.75) 257.00 (144.50 — 402.75) 0.003
Platelets
Platelet count, x10*/mL 441500.00 (365250.00 — 547000.00)  267000.00 (189500.00 — 389000.00) <0.001
MPV, fL 9.50 (8.80 — 10.40) 9.70 (9.30 —10.40) 0.314
Lipid metabolism
Total Cholesterol, mg/dL 122.00 (97.75 — 146.75) 133.50 (110.25 - 166.75) 0.012
HDL-C, mg/dL 32.00 (27.00 — 38.00) 37.00 (33.00 — 44.75) <0.001
LDL-C, mg/dL 67.00 (41.75 — 88.25) 73.00 (57.00 — 109.75) 0.071
VLDL-C, mg/dL 22.00 (16.75 — 31.25) 21.00 (14.00 — 27.75) 0.178
Triglycerides, mg/dL 110.00 (82.75 — 156.50) 103.50 (68.50 — 138.50) 0.175

RBC: red blood cells; MCV: mean cell volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; RDW: red cell distribution width; LDH:
lactate dehydrogenase. NOm: nitric oxide metabolites; WBC: white blood cell; MPV: mean platelet volume; HDL-C: high-density
lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: very low-density lipoprotein cholesterol; Bold
values indicate significance at p<0.05; p-value obtained using Mann-Whitney.



Table 5. Clinical characterization of SCA and HbSC patients.

Clinical characterization SCA HbSC p value
N=98 N= 52
Hospitalization 90/98 (91.8%) 36/52 (69.2%) 0.001
Pneumonia 38/98 (38.8%) 22/52 (42.3%) 0.728
Splenomegaly 40/98 (40.8%) 18/52 (34.6%) 0.486
Asthma 6/98 (6.1%) 3/52 (5.8%) 1.000
Pain crises 83/98 (84.7%) 41/52 (78.8%) 0.374
Infection 36/98 (36.7%) 18/52 (34.6%) 0.859
Priapism 10/50 (20.0%) 5/22 (22.7%) 0.764
Vaso-occlusion 89/98 (90.8%) 42/52 (80.8%) 0.119
Retinopathy 3/98 (3.0%) 4/52 (7.7%) 0.236
Cholelithiasis 17/98 (17.3%) 4/52 (7.7%) 0.139

Comparison of clinical events among the SCA and HbSC genotypes calculated using
the Fisher’s exact test. Bold values indicate significance at p<0.05.
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Figure Legend

Fig. 1 The SCD patients followed by the Reference Center in South Coast, Extreme South,
Southwest Bahia.
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Situacédo: Submetido

Objetivo: (referente ao objetivo 3 da tese):
3. Caracterizar subfenotipicamente os individuos com AF com base nos parametros

laboratoriais obtidos;

Principais resultados:

Nesse trabalho verificamos a associacdo de biomarcadores e possiveis subfendtipos que
norteiam a fisiopatologia da AF. Desta forma, encontramos associagdo significativa entre
concentracOes elevadas de LDH, sugerindo uma condicdo hemolitica, através da contagem
diminuida de hemécias e hematdcrito, além de concentracGes elevadas de bilirrubina total e
indireta. Nos pacientes com concentracdes menores de NO, encontramos associacdo com
concentragdes reduzidas de bilirrubina direta e contagem de reticuldcitos; entretanto, no perfil
lipidico, observamos aumento das concentracGes de colesterol total, HDL-C, LDL-C, seguido
de diminuicdo de VLDL-C e triglicérides. Sugerimos que esse subfenotipo dislipidémico
participe da disfuncdo endotelial. No biomarcador HDL-C, os pacientes com niveis de HDL-
C acima de 40 mg/dL tiveram aumento na contagem de hemacias e concentracdo de
hematdcrito; por conseguinte, de VLDL-C e triglicérides, possivelmente auxiliando uma

37Kb na AF, foram encontradas

condigdo inflamatoria da AF. Em relacéo a presenca da Tal —o
contagem elevada de hemécias e concentracBes baixas de VCM e HCM, bilirrubina total e
indireta. Os resultados encontrados, além de corroborar os subfendtipos previamente

descritos, sugerem o estabelecimento do novo subfenotipo dislipidémico na AF.
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Abstract: Background: Sickle cell anemia (SCA) patients have a wide range of clinical

manifestations, and it is suggested that the disease is constituted by sub-phenotypes.
Several genetic features modulate SCA clinical course and laboratory biomarkers are
useful to follow the patients. This study aims to analyze laboratory biomarkers and the
presence of a-thalassemia (a-thal), which both underiie the pathophysiology of Sickle
Cell Anemia.

Methods: A cross-sectional study was conducted from 2013 to 2014, and 99 patients in
steady-state SCA were enrolled. We assessed correlations and associations with
hematological and biochemical data and investigated the co-inheritance of -a3.7Kb-
thalassemia (-a3.7Kb-thal). Correlation analyses were performed using Spearman and
Pearson coefficient. The median of quantitative variables between two groups was
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Results: We found significant association of high lactate dehydrogenase levels with
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Abstract

Background: Sickle cell anemia (SCA) patients have a wide range of clinical manifestations,
and it is suggested that the disease is constituted by sub-phenotypes. Several genetic features
modulate SCA clinical course and laboratory biomarkers are useful to follow the patients.
This study aims to analyze laboratory biomarkers and the presence of a-thalassemia (a-thal),
which both underlie the pathophysiology of Sickle Cell Anemia.

Methods: A cross-sectional study was conducted from 2013 to 2014, and 99 patients in
steady-state SCA were enrolled. We assessed correlations and associations with

3.7Kb

hematological and biochemical data and investigated the co-inheritance of -a™ ™" -thalassemia

(-a>"™-thal). Correlation analyses were performed using Spearman and Pearson coefficient.
The median of quantitative variables between two groups was compared using t-test and
Mann-Whitney. P-values<0.05 were considered statistically significant.

Results: We found significant association of high lactate dehydrogenase levels with
decreased red blood cell count and hematocrit as well as high levels of total and indirect
bilirubin. SCA patients with low nitric oxide metabolites had high total cholesterol, high-
density lipoprotein cholesterol, and low-density lipoprotein cholesterol and reduced very low-
density cholesterol, triglycerides, direct bilirubin level and reticulocyte counts. In SCA

patients with high-density lipoprotein cholesterol greater than 40 mg/dL, we observed

increased red blood cell count, hemoglobin, hematocrit, and fetal hemoglobin and decreased
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nitric oxide metabolites levels. The presence of -o>"*"-thal was associated with high red blood
cell count and low mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, platelet count
and total and indirect bilirubin levels.

Conclusions: Our results provide additional information about the association between

biomarkers and co-inheritance of -o°"<®

-thal in SCA, and suggest the role of dyslipidemia and
nitric oxide metabolites in the characterization of this sub-phenotype.

Keywords: Sub-phenotype, sickle cell anemia, dyslipidemia, a-thalassemia

Background

Sickle cell anemia (SCA), represents the homozygous condition of the beta S (BS)
globin allele, is the more severe genotype of sickle cell disease (SCD). SCA is characterized
by hemolysis, chronic and acute inflammation, vaso-occlusive complications, multiple organ
damage, and reduced patient survival [1]. The pathophysiology of SCA is complex and
influenced by hypoxia, acidosis and cell dehydration, which contribute to the HbS
polymerization and leads to erythrocyte deformation [2].

The sickled red cells alter the microcirculation by adherence or indirectly by changing
in the endothelium. SCA has sub-phenotypes that may be helpful to understand the
pathophysiological mechanisms of the disease. The sub-phenotypes are associated with blood
viscosity and vaso occlusive events (VOE) as well as hemolysis and endothelial dysfunction,
with alterations in nitric oxide (NO) levels or biochemical markers, such as lactate
dehydrogenase (LDH), and hematological parameters [3].

Changes in biochemical and hematological parameters and an imbalance of molecules

associated with endothelium dysfunction in SCA may influence blood flow and contribute to
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oxidative stress, leading to VOE complications, such as acute chest syndrome (ACS), stroke,
priapism, gallstone disease, and retinopathy [4,5].

Hemolysis in the SCD exhibits heterogeneous intensities due to changes in the
hemoglobin (Hb) concentration altering laboratory biomarkers, such as reticulocyte and red
blood cells (RBC), bilirubin and its fractions, LDH and mean corpuscular volume (MCV) [3].
NO is a potent vasodilator and is an important endothelial mediator in the natural control of
vascular tone, adhesion, platelet aggregation and thrombosis [6]. The conversion of GTP to
cGMP mediated by NO leads to vasodilatation; however, sickled erythrocytes under
hemolysis release free Hb in the plasma, leading to methemoglobin and nitrate production
[3,6]. Hence, the decrease of NO bioavailability in the vascular environment in SCD patients
affects the beneficial properties of NO, such as reduction of platelet activation, and leads to
increased adhesion molecule expression [3,7]. Of note, hemolysis increases arginase level that
consumes L-arginine, decreasing NO endothelial production. Furthermore, important
associated clinical events may be related to hemolysis [8].

Lipid metabolism in SCD is potentially associated with hemolytic profile and
endothelial dysfunction. Similarly, dyslipidemia has been described among patients with
different SCD genotypes, increased low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and
decreased high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels, revealing a potential predictor
biomarker of disease severity [9,10]. HDL-C plays important role in reducing the risk of
hemolysis and improving endothelial dysfunction and contributes to a better clinical outcome.
HDL-C fractions, such as pro-HDL-C are associated with inflammatory disease [11]. The
very low-density cholesterol (VLDL-C) fraction and triglycerides increase the number of
LDL-C receptors and its serum levels, contributing to the dyslipidemia sub-phenotype in SCD
[10]. This sub-phenotype explained the high oxidative stress secondary to the intravascular

hemolysis in SCD patients. However, there are several reports about low HDL-C [9,10] and
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increased triglycerides [3,8,12] in SCD patients, features widely recognized in the general
population as important factors in cardiovascular disease.

Alpha (a)-thalassemia (a-thal) results from deletions on chromosome 16p13.3, which
harbors a group of globin-a genes (HBA). In Brazil, there is a high prevalence of -a>""-thal
in different ethnic groups that compose the population and its different regions [13]. a-thal co-
inheritance with SCA raises numerous questions about prognosis attenuation, addressing
impacts in systemic parameters, patient survival and clinical events.

This study aims to analyze laboratory biomarkers and -0

-thal presence and their
association with the pathophysiological mechanism of SCA. To achieve the main purpose of
the study, we analyzed hematological and biochemical parameters to provide knowledge

about the SCA sub-phenotypes previously described.

Methods

Subjects

We developed a cross-sectional study conducted from 2013 to 2014, and 99 steady-
state SCA patients were included. Patients had not received blood transfusion at least six
months before the blood collection, and they were not treated with hydroxyurea (HU) therapy.
The present study received approval from the institutional review board of the Gongalo Moniz
Institute at the Oswaldo Cruz Foundation (IGM-FIOCRUZ - Bahia - Brazil) and is in
compliance with the guidelines for human research established by the Declaration of Helsinki,
as well as its subsequent revisions. Informed written consent was obtained from all study
subjects or their guardians who agreed to participate in the study and authorized the use of
collected samples. SCA patients were seen at Sickle Cell Disease Reference Center of

Itabuna, Bahia, Brazil.
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Laboratory Methods

Hematological analyses were performed using the Sysmex KX-21N™ Automated
Hematology Analyzer (Sysmex Corporation, Tokyo, Japan), and biochemical analyses were
performed using the Cobas automated analyzer (Roche Diagnostics, Salt Lake city, Utah,
USA). We investigated the hemoglobin profile and the fetal hemoglobin (HbF) concentration
by high-performance liquid chromatography using a hemoglobin testing system
(HPLC/Variant-1; Biorad, Hercules, CA, USA). NO metabolites (NOm) were determined in
serum by Griess reaction, as previously described [14]. Genomic DNA was extracted from
peripheral blood using a QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Vestfalia,

37Kb_thal detection

Germany) according to manufacturer's recommendations. In addition, -a
was investigated by allele-specific polymerase chain reaction (PCR) [15]. Blood samples
were analyzed at the Laboratory of Hematology, Genetic and Computational Biology (LHGB-

IGM-FIOCRUZ) and at the College of Pharmaceutical Sciences (UFBA).

Statistical Analysis

The variables selected were expressed as the means, medians and percentile.
Distribution of quantitative variables was analyzed using the Shapiro-Wilk test. The median
of quantitative variables between two groups was compared using t-test for data with normal
distribution and Mann-Whitney for nonparametric data.

In order to perform the analysis of laboratory parameters, we decided to use the
median value for LDH and NOm. Thus, we divided the patients into two groups: low LDH
(less than 1094.0 U/L) and high LDH (at least 1094.0 U/L); and low NOm (less than 35.75
pHM) and high NOm (at least 35.75 pM). HDL-C level of 40 mg/dl is reported to be the

normal reference range limit and we divided the groups into low HDL-C (less than 40 mg/dl)



75

and high HDL-C (at least 40 mg/dl). The presence of -a>""-thal co-inheritance was also
associated with laboratory data in SCA patients.

Correlation analyses were performed between variables using Spearman and Pearson
coefficient (R). Data were tabulated and analyzed using the Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) version 20.0 (IBM, New York, NY). JMP software was used to assemble the

correlation graphs, P-values<0.05 were considered statistically significant.

Results

Association of LDH with hemolysis biomarkers

The low LDH group (less than 1094.0 U/L) included 29 SCA patients within the
interval of 553.50 to 747.00 U/L with a mean of 644.97 U/L. The high LDH group (greater
than or equal to 1094.0 U/L) included 70 SCA patients within the interval ranging from
1036.50 to 1885.25 U/L with a mean of 1466.60 U/L.

The high LDH group showed decreased values of RBC count (p=0.015), hemoglobin
(Hb) (p=0.040) and hematocrit (Ht) (p=0.016) concentration and increased levels of total
(p=0.028) and indirect bilirubin (p=0.025), mean corpuscular volume (MCV) (p=0.030) and
mean corpuscular hemoglobin (MCH) (p=0.032) concentrations (Table 1). An increase in the
monocyte count was also observed (p=0.017) (Table 1).

The LDH was negatively correlated to RBC count (R=-0.3906; p<0.001) and Ht (R=-
0.4006; p<0.001), and positively correlated to monocytes count (R=0.2205, p=0.034) (Figure
1).

Association of NOm with lipids biomarkers

The group with low levels of NOm (less than 35.75 pM) includes 59 SCA patients,

with an interval of 29.55 to 34.56 UM and a mean of 28.88 puM. The group with high levels of
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NOm (greater than or equal to 35.75 puM) included 38 SCA patients with an interval of 43.06
to 66.49 uM and a mean of 58.62 uM.

The group with high levels of NOm was significantly associated with a increased
reticulocyte count (p=0.012), direct bilirubin (p=0.024), VLDL-C (p=0.003) and triglycerides
levels (p=0.008). In the same group, we observed decreased total cholesterol (p=0.014), HDL-
C (p=0.018) and LDL-C levels (p=0.007).

Correlation analyses established from the measurement of NOm were significantly
negatively correlated with total cholesterol (R=-0.2650, p=0.010), HDL-C (R=-0.2693,
p=0.008) and LDL-C (R=-0.3481; p<0.001). NOm was also significantly positively correlated

with VLDL-C (R=0.3614; p<0.001) and triglycerides (R=0.3586; p<0.001) (Figure 2).

Association of HDL-C with hematologic and NOm biomarkers

The low HDL-C group (less than 40.00 mg/dL) includes 81 SCA patients with an
interval of 26.00 to 34.00 mg/dL and a mean of 29.65 mg/dL. The high HDL-C group (greater
than or equal to 40.00 mg/dL) includes 18 SCA patients with an interval of 41.00 to 45.00
mg/dL and a mean of 44.11 mg/dL.

HDL-C concentrations greater than 40 mg/dL were associated with increased RBC
count (p=0.018), Hb (p=0.049), Ht concentration (p=0.036), HbF (p=0.005) and LDL-C
levels (p<0.001) (Table 1). Likewise, we observed a decreased NOm (p=0.024) and VLDL-C
levels (p=0.036) (Table 1).

HDL-C was positively correlated with RBC count (R=0.3041, p=0.002), Hb
(R=0.2139, p=0.036), Ht (R=0.02706; p=0.007) and HbF (R=0.3652; p<0.001) (Figure 3).

3.7Kb

Detection of with -a -thalassemia
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We identified 85 patients non-carriers of -’

-thal and 14 patient carriers of the
deletion, 11 heterozygous (-/ae) and 3 homozygous (-a/-a). The group with -o*"<"-thal
exhibited high RBC counts (p=0.012) and low MCV (p<0.001) and MCH (p<0.001). This
group also had low levels of total (p=0.026) and indirect (p=0.026) bilirubin. Reduced

lymphocyte (p=0.036) and platelets count (p=0.003) (Table 2) were also observed.

Discussion

This study was designed to evaluate laboratory data and their associations with LDH,
NOm and HDL-C levels in steady-state SCA patients. We observed associations among the
biomarkers that are related to hemolysis, vaso-occlusion, endothelial dysfunction,
inflammation, and lipid metabolism, which comprises several mechanisms that are suggested
to be involved in the pathophysiological mechanism of SCA

The LDH is a classical biomarker of intravascular hemolysis, and RBC disruption
results in the simultaneous release of Hb, heme and arginase into blood stream [3]. We
observed association of elevated LDH levels with other classical hemolysis biomarkers such
as decreased RBC count, Hb, Ht, as well as with increased MCV, MCH, total and indirect
bilirubin and monocyte count, suggesting that our data are consistent with the findings
commonly described in the literature [16]. Elevated LDH levels had also been associated with
clinical manifestations related to hemolysis, such as higher prevalence of leg ulcers, priapism,
pulmonary hypertension and increased risk of death [17]. In addition, the elevated monocyte
count may be related to hemolysis due to increased phagocytic activity and removal of excess
lysed RBC from the peripheral blood [18].

Our evaluation of NOm between the groups showed in the low NOm group reduced

levels of direct bilirubin, VLDL-c and triglycerides as well as reticulocyte count. We also
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observed in the same group increased total cholesterol, HDL-c and LDL-c levels. NO
biological properties, such as increasing vascular permeability, inhibition of platelet
aggregation and endothelial activation, play important role in SCA [19]. However, the release
of Hb and arginase from the RBC limits NO bioavailability [3,19,20] and promotes a vaso-
constrictor status. It is known that bilirubin can exert antioxidant properties in vitro, acting as
an endogenous scavenger of both NO and reactive nitrogen species [21]. Thus, it is possible
that the decreased NOm levels observed may be due to the potential scavenging activities of
bilirubin.

Importantly, SCA patients exhibit a dyslipidemic phenotype, as previously described
[9,10]. The observed decreased levels of total cholesterol, HDL-c and LDL-c and increased
VLDL-c and triglycerides are not new findings, however, the dyslipidemic characteristic has
not been previously associated to NOm levels. Altered serum lipid levels have been
associated to endothelial dysfunction and as a risk factor for pulmonary hypertension [22]. In
addition, it was identified a pro-inflammatory fraction of HDL (pro-HDL), which has been
increased and also contribute to the pathophysiology of pulmonary vascular disease in SCD
patients [23]. Thus, our results reinforce the presence of a dyslipidemic sub-phenotype in
SCA, as well as the previous association with vascular alterations.

In the group of patients where HDL-C levels were greater than 40.0 mg/dL we
identified an improvement of the hematological features, since we observed high RBC count,
hemoglobin and hematocrit levels. These results are in according to other [10] which also
described association between HDL-c levels and hematologic parameters. Thus, HDL-c plays
an important role as a prognostic marker in SCA. We also found an association between HbF
and HDL-C levels. HbF plays an important role in the modulation of SCA pathogenesis, and
its levels are generally inversely related to the severity of SCA for a particular sub-phenotype.

Therefore, the increase in HbF levels reduces HbS polymerization and consequently VOE,
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pain crisis and hospitalization [2,24]. HDL-C exhibits anti-inflammatory, antioxidant, platelet
anti-aggregation, anticoagulant and pro-fibrinolysis activity [25]. In patients with SCA, high
HDL-C levels may promote a reduction in the risk of intravascular hemolysis and endothelial
injury [10].

Regarding the co-inheritance of a->"*"thal, we observed a prevalence of 0.14 of the
deletion. Likewise, in the Brazilian population, a study conducted among 590 newborns
reports a prevalence of 0.19 for -o*"*’-thal [26]. Overall, the prevalence of a->""thal
worldwide is approximately 5% [27]. The coexistence of -o>"K’-thal in SCA patients is
associated with the improvement of anemia, as suggested by high RBC count and Hb levels
and low levels of total and indirect bilirubin; although, we have found low MCV and MCH

3.7Kb-thal and bilirubin levels is

concentrations. The biological relevance of co-inheritance of a-
still controversial [28], however our results suggest a significant reduction of total and
indirect bilirubin, emphasizing the improvement in the hemolytic profile. The sickled
erythrocytes are more susceptible to mechanical damage probably due to the low
deformability and stability of the membrane [28]. Individuals with co-inheritance of a-thal
have a low count of dense cells probably due to reduced RBC mechanical fragility. We also
verified reduced lymphocyte counts, consistent with previous report [26].

SCA patients with a-thal co-inheritance exhibit a less severe anemia [28]. We
observed that the increase in the hematocrit in association with the presence of a-thal also
increases viscosity and cell-cell adhesion in the endothelium. The viscosity is associated with
the onset of VOE, and the presence of a-thal may bring adverse effects to SCA patients [28].
The a-thal co-inheritance also exhibited a significant reduction in platelet count. Platelets are
essential for hemostasis but may contribute to the inflammatory process [29]. To date, we

have not found studies that show the influence of a-thal on platelet count in SCA patients

[28].
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Considering our results, we corroborate with previously reports and described that
these sub-phenotypes are dynamic, associated with several biomarkers alterations and can
occur simultaneously in SCA, emphasizing the known associations concerning the

pathophysiological processes present in the disease (Figure 4).

Conclusion

According to our data, LDH, NOm and HDL-C biomarkers were associated with the
laboratory characterization, allowing the classification of hemolytic and dyslipidemic sub-

37Kb_thal and SCA improves the anemia and

phenotypes, respectively. The co-inheritance of -o
low platelet count but contributes to blood viscosity. All the laboratory parameters helped to
corroborate the previously described hemolytic, vaso-occlusive/viscous sub-phenotypes and
suggest the dyslipidemic sub-phenotype, but SCA has a peculiar phenotypic diversity that
makes it difficult to establish separately which occurs in the pathophysiology of the disease.

Therefore, further studies should be developed to understand the processes involved in

association with systemic biomarkers and genetic markers of SCA.
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Figures

Figure 1

Title: Correlation of laboratory data between LDH levels in SCA.

Legend: RBC count (R=-0.3906; p<0.001); hematocrit (Ht) (R=-0.4006; p<0.001); monocyte
count (R=0.2205; p<0.034).

Figure 2

Title: Correlation of laboratory data between NOm levels in SCA.

Legend: Total cholesterol (T-Chol) (R=-0.2650; p=0.010); HDL-C (R=-0.2693; p=0.008);
LDL-C (R=-0.3481; p<0.001); VLDL-C (R=0.3614; p<0.001) and triglycerides (Trigl)
(R=0.3586; p<0.001).

Figure 3

Title: Correlation of laboratory data between HDL-C levels in SCA.

Legend: RBC count (R=0.3041; p=0.002); hemoglobin (Hb) (R=0.2139; p=0.036); hematocrit
(Ht) (R=0.2706; p=0.007) and fetal hemoglobin (HbF) (R=0.3652; p<0.001).

Figure 4
Title: Model of dyslipidemic, hemolysis and endothelial dysfunction, vaso-

occlusion/viscosity sub-phenotypes associated with laboratory data in SCA.

Legend: (severe), (mildest), - (severe), (mildest), . (severe),
(mildest). T-chol, HDL-C and LDL-C levels exhibit an association, suggesting a new
dyslipidemic sub-phenotype. Lactate dehydrogenase (LDH) and indirect bilirubin are
important biomarkers of hemolytic and endothelial dysfunction sub-phenotypes. Hematocrit
(Ht), red blood cell (RBC) and MCV are associated with —o*"**-thalassemia, reflecting the
vaso-occlusive/viscosity sub-phenotype. However, we observed that reticulocyte count is
associated with hemolysis and vaso-occlusion. HbF, NO metabolites and monocyte count
show influence among all the proposed sub-phenotypes. The laboratory parameters described
exhibit peculiar phenotypic diversity that was difficult for separating the pathophysiological
mechanism of SCA.
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Figure 2
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Table 1. Association of laboratory data and LDH, NOm and HDL-C levels in SCA patients.

Hemolysis

RBC, x10"%/L
Hemoglobin, g/dL
Hematocrit, %

MCV, fL

MCH, fL

Total bilirubin, mg/dL
Direct bilirubin, mg/dL
Indirect bilirubin, mg/dL
LDH, U/L

Reticulocyte count

Hemoglobin profile

Fetal hemoglobin, %
NO metabolites
NOm, uM
Leukocytes

WBC, x 10%/L
Neutrophil, x 10%/L
Eosinophil, x 10°%/L
Lymphocyte, x 10%/L
Monocyte, x 10%/L
Platelets

Platelet, x10%/mL

Lipid profile

Total Cholesterol, mg/dL
HDL-C, mg/dL

LDL-C, mg/dL
VLDL-C, mg/dL
Triglycerides, mg/dL

LDH
<1094.0 U/L (N=29)
Median (25" -75™)

2.7(24-3.1)
7.9(73-9.1)
231 (21.3-26.7)

29.1 (26.5-31.3)
1.9 (13- 3.4)
0.4 (0.3-0.5)
1.5(0.9-2.6)

59(3.9-8.2)

11.4 (4.6 - 17.4)

34.6 (29.1-42.8)

14.3 (11.5 - 16.6)
6664.0 (4209.0 — 8355.0)
714.0 (255.5 — 1967.0)
5408.0 (4540.0 — 6726.5)
290.0 (169.0 — 419.0)

450.0 (350.0 — 514.0)

132.0 (85.0 - 152.0)
33.0 (285 40.5)

66.0 (41.5 - 87.5)
22.0 (16.0 - 33.0)
109.0 (81.0 — 164.0)

LDH
>1094.0 U/L (N=70)
Median (25" -75™)

25(22-27)
75(7.0 - 8.5)
21.5 (19.8 - 24.0)
88.1 (835 92.8)
30.5 (28.7 - 32.6)
3.1(1.8-3.9)
05(0.3-0.6)
2.4 (1.4 -3.3)

5.25 (4.40 - 8.12)

8.7 (5.2 - 13.0)

36.1 (27.9 - 51.0)

13.7 (11.1- 15.8)
5382.0 (4080.0 — 7113.5)
685.0 (288.7 — 1608.7)
5580.0 (4261.0 — 7564.5)
454.5 (248.5 - 763.2)

439.0 (367.7 — 550.2)

120.5 (1015 — 144.5)
31.0 (26.0 - 36.2)

67.0 (44.0 - 88.2)
22.0 (17.0-31.0)
110.0 (84.0 -155.2)

Nitric Oxide m
<35.75 uM (N=59)
Median (25" -75")

26(23-28)

7.6 (7.20-85)
21.7 (20.20 - 25.5)
85.1 (81.20 — 89.8)
29.9 (27.80 - 32.1)

2.3 (1.60 -3.8)

0.4 (0.30 - 0.5)

2.0 (1.20-3.3)

1096.0 (837.0 - 1713.5)
50(3.9-7.1)

9.6 (5.3-14.8)

13.7 (11.1 - 16.0)
5424.0 (3892.0 - 7182.0)
800.0 (291.0 — 1807.0)
5408.0 (3990.0 — 7224.0)
338.0 (222.0 - 576.0)

445.0 (384.0 — 558.0)

131.0 (111.0 - 153.0)
34.0 (28.0 - 40.0)

74.0 (57.0 - 99.0)
21.0 (16.0 — 26.0)
103.0 (78.0 — 130.0)

Nitric Oxide m
>35.75 uM (N=38)
Median (25" -75")

2.4(2.2-28)

75 (6.6 - 8.5)
21.8 (18.9 - 24.1)
88.2 (83.0 - 94.6)
30.7 (27.8-32.7)

32 (1.8 -3.9)

05(0.4-0.7)

2.4 (1.4-3.3)

1201.0 (830.0 - 1931.2)

7.1(4.9 - 8.6)

8.9 (3.8 -13.0)

13.90 (11.7 - 16.6)
6088.0 (4485.2 — 7203.5)
704.5 (281.5 — 2109.0)
5939.5 (4491.5 — 7569.7)
3775 (212.5 - 863.0)

4195 (342.5 - 514.5)

109.0 (85.5 — 146.0)
30.0(26.0-33.2)

51.5 (30.5 - 84.2)
28.0 (18.0 - 35.0)
139.0 (91.7 — 176.5)

HDL-C
< 40.00 mg/dL (N=81)
Median (25" -75'™)

25(2.2-28)

7.6 (7.1-85)
21.7 (20.0 - 24.1)
86.4 (81.6 - 91.3)
30.4 (28.0-32.7)

2.8 (18- 3.8)

05 (0.3-0.6)

22 (13-32)

1096.0 (837.0 — 1713.5)

53 (4.2-7.9)

7.9 (4.2-13.1)

37.6 (29.1-51.1)

13.9 (11.4 - 15.9)
5760.0 (4210.5 — 71.82.0)
805.0 (303.5 — 1925.0)
5560.0 (4359.0 — 7209.5)
330.0 (212.0 - 680.5)

442.0 (358.0 — 559.0)

66.0 (40.0 — 84.0)
23.0 (17.0 - 32.0)
113.0 (83.5 — 158.5)

HDL-C
>40.00 mg/dL (N=18)
Median (25" -75'™)

2.7(24-3.1)
7.9 (7.1-10.0)
22.9(20.8-27.7)
85.0 (80.9 — 90.5)
29.6 (27.7-31.3)
2.0 (0.5 3.8)
0.4 (0.2-0.6)
1.4 (0.4 -3.2)
937.5 (650.0 — 1546.7)
5.9 (4.0-10.7)

13.4 (8.7 - 19.0)

30.5 (26.3 - 36.8)

12.2 (10.4 - 16.9)
5516.0 (3361.5 — 7691.0)
502.0 (238.5 — 1328.2)
5798.0 (3751.5 — 7728.0)
492.0 (309.0 — 720.7)

4395 (402.0 — 497.0)

92.0 (73.5 - 128.2)
20.0 (15.5 - 28.5)
101.5 (78.7 — 144.0)

P1

0.015*

0.040*

0.016*
0.030
0.032
0.028
0.166
0.025

0.775*

0.077*

0.702

0.508
0.305
0.319*
0.508
0.017*

0.982

0.933
0.108

0.982
0.948
0.951

P2

0.176*
0.349
0.346
0.120
0.260
0.183
0.024

0.085*

0.152*
0.012

0.311*

0.450
0.387
0.336*
0.439*
0.296*

0.337

0.014*
0.018

0.007*
0.003*
0.008*

P3 |

0.018
0.049
0.036
0.403
0.288
0.983*
0.501
0.958*
0.416*
0.498*

0.005

0.024

0.751*
0.824
0.415*
0.647
0.792

0.345

<0.00
0.036
0.441

RBC: red blood cell; MCV: mean cell volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; LDH: dehydrogenase; Nom: nitric oxide metabolites; WBC: white blood cell; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol;
LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: very low-density lipoprotein cholesterol. Bold values indicate significance at p<0.05; p-value obtained using Mann-Whitney test. *p-value obtained using t-test.
P1=LDH <1094.0 U/L X LDH>1094.0 U/L; P2= NOm < 35.75 uM X NOm 2= 35.75 uM; P3=HDL-C < 40.0 mg/dl x HDL-C >40.0 mg/dL.

Yo}
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Table 2. Association of laboratory data between SCA patients in the presence or absence of -o*"™®_thalassemia

3.7Kb

3.7Kb

Presence of -a™""" -thalassemia Absence of -a™"" -thalassemia P1
(N=14) (N=85)
Median (25th -75”‘) Median (25th -75"') p value

Hemolysis
RBC, x10"%/L 29(25-3.3) 25(2.2-27) 0.012
Hemoglobin, g/dL 8.2 (7.3-8.8) 7.6 (7.1-8.3) 0.814*
Hematocrit, % 23.8 (21.4 - 25.5) 21.7 (19.9 - 24.1) 0.839*
MCV, fL 80.3 (76.3-83.0) 88.0 (83.6 —93.2) 0.001
MCH, fl 27.7 (25.7 - 29.0) 30.8 (28.8-32.7) 0.001
Total bilirubin, mg/dL 18(1.2-2.7) 2.8(1.7-3.9) 0.026
Direct bilirubin, mg/dL 0.4(0.2-0.5) 0.5(0.3-0.6) 0.180
Indirect bilirubin, mg/dL 1.3(0.9-22) 23(1.3-34) 0.026
LDH, U/L 958.0 (852.2 — 1845.7) 1120.0 (762.5 — 1693.0) 0.848*
Reticulocyte count 4.6 (3.7-8.6) 5.8(4.3-8.1) 0.736*
Hemoglobin profile
Fetal hemoglobin, % 9.4 (34-13.9) 9.3(5.2-14.4) 0.651
NO metabolites
NOm, uM 33.9(20.7-44.4) 35.7 (28.8 - 48.0) 0.400
Leukocytes
WBC, x 10%L 12.3 (7.6 —14.8) 14.0 (11.2 - 16.1) 0.161
Neutrophil, x 10%L 5124.0 (3830.2 — 7061.7) 5796.0 (4208.5 — 7225.0) 0.550
Eosinophil, x 10°%L 582.5 (232.5 — 1936.5) 800.0 (303.50 — 1785.5) 0.676*
Lymphocyte, x 10%/L 3711.0 (2695.5 — 6960.7) 5688.0 (4533.0 — 7269.0) 0.036
Monocyte, x 10%/L 202.0 (124.5-432.7) 380.0 (252.0 -702.0) 0.120*
Platelets
Platelet, x10%mL 335.5(239.2 - 443.0) 450.0 (382.0 — 559.0) 0.003
Lipid profile
Total Cholesterol, mg/dL 118.5 (106.7 — 142.2) 123.0 (97.5 - 148.0) 0.810
HDL-C, mg/dL 30.0 (24.7-38.0) 32.0(27.0-37.5) 0.376
LDL-C, mg/dL 68.0 (56.7 — 99.5) 67.0 (41.0-87.0) 0.396
VLDL-C, mg/dL 22.5(18.0-28.7) 22.0 (16.5 - 32.0) 0.936
Triglycerides, mg/dL 111.0 (89.5—142.5) 110.0 (82.5—158.5) 0.928

16

RBC: red blood cells; MCV: mean cell volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; LDH: lactate dehydrogenase; NOm:
nitric oxide metabolites; WBC: white blood cell; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density
lipoprotein cholesterol; VLDL-C:very low-density lipoprotein cholesterol; Bold values indicate significance at p<0.05; p-

value obtained using Mann- Whitney. *p-value when used T-Test. P1= presence of - -thalassemia X absence of -a*”*-
thalaccam in
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6.3 MANUSCRITO 3

Titulo: Genetic Modulation of Fetal Hemoglobin in Hydroxyurea-Treated Sickle Cell

Anemia

Autores: Milena Magalhdes Aleluia'®, Rayra Pereira Santiago'*, Caroline Conceicdo da
Guarda™*, Teresa Cristina Cardoso Fonseca’, Fabia Idalina Neves?, Regiana Souza Quinto?,
Camylla Villas Boas Figueiredo™*, Sétondji Cocou Modeste Alexandre Yahouédéhou*,
Rodrigo Mota Oliveira*, Jinia Raquel Dutra Ferreira*, Bruno Antdnio Veloso Cerqueira®*,
Cynara Gomes Barbosa®*, Jacqueline Nicole Milton®, Martin H. Steinberg®, Marilda de Souza

Gongalves™*
Situacdo: Submetido

Objetivo: (referente ao objetivo 5 e 6 da tese):
5. Investigar haplétipos ligados ao grupo de genes da globina B° nos pacientes com DF;
6. Identificar SNPs em genes localizados nos cromossomos 2, 6 e 11 relacionados a

modulacdo da HbF e, associacdo ao uso de hidroxiureia em pacientes com AF.

Principais resultados:

Nesse trabalho investigamos 177 pacientes com AF acompanhados em Centros de Referéncia
da DF na Bahia. Na associacdo do perfil laboratorial a terapia de HU, encontramos perfil
hematol6gico melhor nos pacientes em uso de HU, bem como contagem menor de leucécitos
e plaquetas. No que se refere as doses administradas de 15, 20 e 25 mg/kg/dia e o periodo de
utilizacdo evidenciamos reducdo significativa na contagem plaquetaria. Além disso,
sugerimos que na maior dose administrada de HU foi verificada influéncia maior nos
parametros laboratoriais. Na associacdo do SNP rs766432 no gene BCL11A e 0 uso de HU,
foram encontrados aumento expressivo na contagem de hemacia, concentracdo de
hemoglobina, concentracdo menor de bilirrubina direta e indireta, além de contagem menor de
plaquetas. Em relacdo a caracterizagdo clinica, do SNP rs766432 no gene BLC11A e a
associagdo ao uso de HU, encontramos ocorréncia menor dos eventos clinicos; embora, a
litiase tenha sido mais observada nos pacientes em uso de HU. Dessa forma, sugerimos que

esse evento ocorra de forma independente da presenca do SNP e resposta terapéutica da HU.
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Assim, sugerimos que o SNP rs766432 e resposta terapéutica & HU contribuem
significativamente para o aumento da sintese da HbF e influencia os parametros laboratoriais,

contribuindo para melhora clinica da AF.
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ABSTRACT

Fetal hemoglobin (HbF) levels modify the clinical course of sickle cell anemia (SCA) and are
genetically regulated. We analyzed B°-globin gene haplotypes and single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in quantitative trait loci (QTL) known to regulate HbF expression in
SCA patients treated with hydroxyurea (HU) to ascertain their contribution to the HbF
response to this drug. We examined 141 SCA patients seen from 2013 to 2014, 42 of whom
were treated with HU. The association of p-globin gene cluster haplotypes and
polymorphisms in BCL11A, HBS1L-MYB and OR51B5/6 genes with hematological and
biochemical laboratory data, HU therapy was analyzed. The Benin (BEN) haplotype
chromosome was the most frequent among our patients and the Central African Republic
(CAR) haplotype the next most common. There were no Senegal (SEN) or Arab Indian (Al)
haplotype chromosomes. Rs766432 in BCL11A and HU use was associated with less anemia
and hemolysis. p>-globin gene cluster haplotypes and variants in HbF-associated QTL might

contribute to variation in HbF and other laboratory parameters in SCA treated with HU.

Keywords: Sickle cell anemia, hydroxyurea, gene polymorphisms p° haplotype, SNP.
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INTRODUCTION

Sickle cell anemia (SCA) is caused by homozygosity for a G-T transversion in codon
6 of the B-globin gene (HBB; rs334) that leads to the production of sickle hemoglobin (HbS;
HBB glu6val) [1-3]. SCA is characterized by many clinical complications and exceptional
phenotypic heterogeneity [4,5]. Fetal hemoglobin (HbF) inhibits the polymerization of
deoxyHbS and high levels reduce disease severity. Therefore, inducing high levels of HbF is a
therapeutic goal as well as a target for gene therapy [6]. High levels of HbF are associated
with a reduction of acute painful events, use of transfusion and hospitalizations and HbF
levels above the 75 percentile has been associated with decreased mortality [7,8]. The
regulation of HbF gene (HBG2, HBG1) expression is complex and controlled by cis- and
trans-acting quantitative trait loci (QTL) that affect HbF concentration and are responsible for
some of the observed phenotypic variability [9].

HbF levels are associated with haplotypes of the HBB gene cluster although the
functional elements of this effect are unknown [10-14]. Genome-wide association studies
(GWAS) have revealed three QTL, HBG2 on chromosome 11p15, HBS1L-MYB intergenic
region on chromosome 623 and BCL11A on chromosome 2p16, which account for 20-50%
of the HbF variation in SCA and B-thalassemia [15-17]. Polymorphisms in the HBS1L-MYB
interval were associated with a pleiotropic effect on hematological parameters and HbF [6,18-
21]. The olfactory receptors genes OR51B5/6 are also located on chromosome 11 and might
have a regulatory role in y-globin gene expression [22].

Hydroxyurea (HU) induces the production of HbF in SCA [23,24], providing a
pharmacological therapeutic approach for the prevention and reduction of some acute clinical
complications [25,26]. HU increases hemoglobin level, HbF, mean corpuscular volume
(MCV) and red blood cell (RBC) count [3,24] while decreasing white blood cell (WBC),
reticulocyte and platelet counts. Among other postulated beneficial effects of HU are increase
of nitric oxide (NO) [27] and decreased the adhesion of RBCs to the vascular endothelium
[28]. Clinically, this drug promotes a significant reduction in morbidity and mortality [7,3,23].
The HDbF response to HU is highly variable suggesting that HbF levels in response to HU
might also be genetically modified [9]. Accordingly we analyzed B°-globin gene haplotypes
and single nucleotide polymorphisms (SNPs) in HbF associated QTL to study their role in
regulating HbF response to HU.
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METHODS

Subjects

The study was conducted from 2013 to 2014 in 141 SCA patients, 42 on HU and 99
not using HU, who attended Sickle Cell Disease Reference Center in Itabuna, Bahia, Brazil.
Mean age was 15.2 + 11.1 years (median, 13 years) with 71 females and 70 males. Laboratory
variables were measured at the “steady state” and without transfusion therapy in the preceding
three months. The study was approved in the Research Board of the Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz — Fundagdo Oswaldo Cruz (CPqGM-FIOCRUZ-Bahia-Brazil). Patients were
included after signed informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki of

1975, and its revision.

Laboratory

Biological samples were collected and hematological analyses were performed using a
Sysmex Count KX 21 N electronic cell counter (Sysmex Corporation, Tokyo, Japan), serum
biomarkers were developed using automated equipment Cobas (Roche Diagnostics, Salt Lake
city, Utah, USA). The hemoglobin profile and HbF concentration were analyzed by high-
performance liquid chromatography (HPLC) using VARIANT-I hemoglobin analyzer system
(BioRad, Hercules, CA, USA). All analyses were performed in the Laboratory of Research in
Anemia (LPA/UFBA) at the Universidade Federal da Bahia and Laboratory of Hematology,
Genetic and Computacional Biology at the Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz
(LHGB-CPqGM-FIOCRUZ-Bahia-Brazil).

Genetic Analysis

Genomic DNA was extracted from leukocytes using QlAamp® DNA extraction Kit
following the manufacturer's instructions (Qiagen, Hilden, Germany). p>-globin gene cluster
haplotypes were investigated by polymerase chain reaction (PCR) using specific synthetic
oligonucleotide primers and by restriction fragments length polymorphisms (RFLP) [29].
SNPs of BCL11A (rs6732518, C > T, rs766432, A > C), the HBS1L-MYB interval
(rs11759553, A > C; rs35959442, C > G), and OR51B5/6 genes (rs4910755, A > C;
rs7483122, C > T), corresponding to QTL on chromosomes 2, 6 and 11 respectively, were
analyzed by Real-Time PCR TagMan Assays according to the manufacturer's protocols
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) in the LHGB-CPqGM-FIOCRUZ-Bahia-

Brazil.
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Statistical Analysis

Characteristics evaluated were summarized in means, medians and percentile in the
variables selected for analysis. Distribution of quantitative variables was analyzed using the
Shapiro-Wilk test. Quantitative variables between groups were compared using t-test for data
with normal distribution, and Mann-Whitney with data outside normality. Differences in
laboratory data associated with SNP genotypes and dose of HU (mg/kg/day) were determined
by Kruskall-Wallis. Multivariate linear regression analyses were performed to estimate the
likelihood of having HbF levels as outcome and a possible interaction with age, sex, HU use,
CAR haplotype and polymorphisms in genes related to HbF modulation in SCA patients. Data
obtained were tabulated and then statistically analyzed using Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) version 20.0 (IBM, New York, NY). All tests were considered significant

when p values were <0.05.

RESULTS

Hematologic data of all patients are shown in Table 1. Compared with patients not
taking HU, HU was associated with an increase in HbF and improvement of some laboratory
variables as previously described (Table 1). The dose of HU was available in 42 of the 42
treated patients; mean length of use was 13.4 £ 9.7 months (median 12 months; minimum 2
months, maximum 50 months). Fifteen mg/kg/day was used in 47.6% of cases, followed by
26.2% using 25 mg/kg/day and 23.8% using 20 mg/kg/day; one patient received the
maximum tolerated dose of 35 mg/kg/day and was excluded from the analysis. The
association of HU dose with blood counts is shown in Table 2. The highest dose of 25
mg/kg/day was associated with lower platelet count (374,272 + 96,612; p=0.03) and mean
platelet volume (MPV) (9.5 + 1.2, p=0.08). Exposure to HU for more than 12 months was
associated with lower reticulocyte counts (p=0.03) and higher direct bilirubin level (p=0.02).

Forty-five percent of chromosomes (127/282) were CAR haplotype, 47.9% (135/282)
Benin (BEN) haplotype and 7.1% (20/282) atypical haplotypes; Cameroon, SEN and Al
haplotype chromosomes were not found. Forty-one percent (58/141) of the patients were
BEN/CAR heterozygotes; 24.8% BEN/BEN (35/141) homozygotes and 22.7% (32/141)
CAR/CAR homozygotes. Patients with an atypical haplotype on one chromosomes
represented 5.0% (7/141) of BEN/Atypical and 3.5% (5/141) of CAR/Atypical heterozygotes.
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The Atypical/Atypical haplotype was found in 2.8% (4/141). The CAR haplotype was
associated with low HbF levels (p=0.01), with an average of 8.9%.

SNP genotypes in BCL11A (rs766432, rs6732518), HBS1L-MYB (rs11759553,
rs35959442) and OR51B5/6 (rs4910755, rs7483122) were successfully assayed in 141
patients and are shown in Table 3. In 42 patients on HU there was a significant association
with homozygosity for the minor allele (C) of rs766432 in BCL11A with an increased
hemoglobin concentration (9.8 + 1.2; p=0.03), RBC count (2.8 = 0.46 p=0.01), and hematocrit
(27.3 £ 3.7; p=0.02) (Table 4). This same group had lower platelet counts (281,400 +
141,895; p=0.05) and direct bilirubin (0.30 + 0.16; p=0.04) (Table 4).

Multivariate linear regression analysis models were used to investigate the association
of SNPs in genes related to HbF expression. We found statistical significance in an adjusted
model that demonstrates the influence of HbF associated variable like gender, age, HU
therapy, CAR haplotype and rs766432; rs11759553; rs7483122 among the patients (R=0.429;
p<0.001). The model shows that the association of independent variables such as HU use
(p=0.008) and CAR haplotype (p=0.04) and rs11759553 (p=0.007) contribute significantly
and independently to modulating the expression of HbF (Table 5).

DISCUSSION

SCA is notorious for its clinical heterogeneity even though it is caused by a single
HBB mutation. HbF is the major modulator of the disease phenotype and reduces the
incidence of vaso occlusive complications and improves hemolysis. HbF levels are
genetically regulated by cis-acting elements that are marked by the haplotype of the HBB
cluster and trans-acting QTL that govern silencing of the fetal globin genes. We hypothesized
that variation in known modulators of HbF gene expression would affect the HbF response to
HU.

Our young Brazilian patients had a high frequency of the BEN/CAR and CAR/CAR
HbS haplotypes as is typical in Brazil [30-32]. According to previous reports the CAR
haplotype is associated with decreased levels of HbF and increased disease severity compared
with other HBB haplotypes [33]. The history of the slave trade in Bahia accounts for the
presence of the CAR and East Africa BEN haplotype that were imported from the Gulf of
Benin [12,30]. In 1815 the Bahia state, Brazil restricted slave traffic through Ecuador, what
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explains the association among the genotypic frequencies in Bahia and Western Africa,
principally the Benin region [34].

Polymorphisms in three QTL have been associated with variation in HbF level. In our
patients BCL11A rs6732518 C>T and rs766432 A>C had minor allele frequencies of 0.59 and
0.27 (Table 3). Homozygotes for the minor C allele of BCL11A rs766432 had a higher RBC
count, hematocrit, hemoglobin concentration and HbF level (Table 4), suggesting that in the
presence of this allele patients treated with HU had less hemolysis contributing to clinical
improvement of the disease and lower rates of hospitalizations. Our results suggest that SCA
patients homozygous for the minor allele of BCL11A rs766432 and who use HU had greater
increases in HbF expression and a corresponding improvement in hematological parameters.

BCL11A variants influence HbF levels in healthy individuals and in patients with SCA
and B-thalassemia [18,20,35]. BCL11A is a developmentally regulated silencer of HBG
expression [36]. In a study from Northeast Brazil, BCL11A SNPs were associated with the
expression of HbF and rs4671393 explained 10% of HbF variance [37]. The results of a study
of polymorphisms in BCL11A and OR51B5/6, and HBS1L-MYB in 622 Brazilian sickle cell
disease patients including patients with hemoglobin SC disease and SCA who were not taking
HU were similar to the present study [38]. A cohort study of Tanzanian SCA found SNPs in
HBS1L-MYB and BCL11A associated with HbF [35].

In our multivariate model, HBS1L-MYB, sex, HU treatment, and HbS gene haplotype

modulated HbF expression.
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Table 1. Laboratory characteristics of SCA patients taking and not taking hydroxyurea (HU)

All the patients Without HU use* With HU use* p value*
Laboratory value N=141 N=99 N=42
Median (25" — 75™) Median (25" — 75™) Median (25" — 75™)
RBC, x10'4/L 24(22-2.8) 2.6(23-2.8) 2.2(2.0-2.6) 0.004
Hemoglobin, g/dL 7.7(7.2-8.7) 7.6(7.2—-8.5) 8.0(7.3-9.2) 0.206
Hematocrit, % 22.0 (20.0 - 25.0) 21.8 (20.0 - 24.4) 22.4 (19.6 - 25.2) 0.757
MCV, fL 89.2 (83.6 — 96.3) 86.2 (81.4 - 90.9) 97.2 (90.7 — 103.4) <0.001
Total bilirubin, mg/dL 2.4 (1.6-3.5) 2.6 (1.7-3.8) 21(15-3.0) 0.084
Direct bilirubin, mg/dL 0.4 (0.3-0.6) 0.4 (0.3-0.6) 0.4 (0.3-0.5) 0.501
Indirect bilirubin, mg/dL 2.0(1.2-3.0) 22(12-32) 1.6 (1.1-25) 0.072
LDH, U/L 999.0 (738.5 — 1586.5) 1094.0 (791.0 — 1710.0) 897.0 (677.2 — 1480.5) 0.101
HbF, % 9.9 (5.7 - 14.6) 9.3(5.2-14.1) 11.1 (9.0 — 15.4) 0.013
HbS, % 85.4 (81.1 —90.0) 86.7 (81.2 -91.5) 83.6 (80.3 - 86.6) 0.007
WBC, x 10%L 12700.0 (9700.0 — 15600.0) 13900.0 (11200.0 - 16100.0) 9700.0 (8050.0 — 12800.0) <0.001
Neutrophils, x 10%/L 5396.0 (4005.0 — 7153.0) 5760.0 (4081.0 — 7182.0) 4839.0 (3684.5 — 6705.7) 0.102
Eosinophil count, x 10%/L 642.0 (249.0 — 1541.0) 696.0 (282.0 — 1807.0) 394.5 (146.0 — 738.0) 0.001
Lymphocyte count, x 10%/L 4998.0 (3918.0 — 6726.5) 5560.0 (4350.0 — 7224.0) 4156.5 (3329.2 — 5085.0) <0.001
Monocyte count, x 10%/L 338.0 (200.0 — 611.5) 360.0 (220.0 — 688.0) 279.5 (156.7 — 517.5) 0.045

RBC: red blood cell; MCV: Mean cell volume; LDH: lactate dehydrogenase; WBC: white blood cell. p-value obtained using Mann-Whitney and *p-value using t test.
Bold values indicate significance at p < 0.05 between patients not using and using HU.

SOt
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Table 2. Association of laboratory data and hydroxyurea dose (mg/kg/day)

Hydroxyurea therapy 15 mg/kg/day 20 mg/kg/day 25 mg/kg/day I
value

doses (mg/kg/day) (N=41) n=20 n=10 n=11 P
WBC, x 10°/L
Mean * SD 11620.0 £ 3480.41 10400 + 3306.89 9400.00 + 2976.57 0.154
RBC, x 10™/L
Mean * SD 2.380 £ 0.4786 2.50 £0.6549 2.173 £ 0.4585 0.470
Platelet, x 10%/mL
Mean * SD 494150.00 + 141693.62  396700.00 + 156767.38  374272.72 + 96612.72 0.032
MPV, fl
Mean * SD 9.705 £ 1.053 10.940 + 1.850 9.464 £ 1.254 0.088

WBC: white blood cells; RBC: red blood cells; HbF: fetal hemoglobin; MPV: mean platelet volume. p-values were
obtained using the Kruskal-Wallis. The bolded value indicate significance at p < 0.05.
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Table 3. Frequencies of BCL11A (2p16), HBS1L-MYB (6¢g23) and OR51B6 (11p15) SNPs among SCA patients.

Gene /SNPs Genotype frequencies (%6) Allele frequencies
n=141 Major Minor

BCL11A (rs766432) AA AC cc A C
76 (53.9%) 53 (37.6%) 12 (8.5%) 0.73 0.27

BCL11A (rs6732518) cc CcT TT C T
23 (16.3%) 69 (48.9%) 49 (34.8%) 0.41 0.59

ORS51B5/6 (rs7483122) TT TC cc T C
115 (81.6%) 24 (17.0%) 2 (1.4%) 0.90 0.10

OR51B5/6 (rs4910755) AA AC cC A C
114 (80.8%) 25 (17.8%) 2 (1.4%) 0.90 0.10

HBS1L-MYB (rs11759553) AA AT TT A T
68 (48.2%) 63 (44.7%) 10 (7.1%) 0.71 0.29

HBS1L-MYB (rs35959442) cC CG GG C G
68 (48.2%) 60 (42.5%) 11 (7.8%) 0.70 0.30

Data are based on 141 patients where the data for all SNPs is complete.



Table 4. Association of laboratory biomarkers in 42 SCA patients taking hydroxyurea and the genotype of rs766432 in BCL11A

BCL11A gene

5766432 (N=42) AA (n=20) AC (n=17) CC (n=b) p value
RBC, x 10*/L 2.195 +0.5296 2.388 +£0.4357 2.840 £ 0.4615 0.012
Hb, g/dL 7.680 +1.3197 8.112 + 1.5455 9.760 + 1.2095 0.026
Hematocrit, % 21.350 + 3.6386 22.735 + 4.6534 27.340 £ 3.6733 0.024
HbF, % 12.535 +8.5333 13.653 +£6.2139 15.960 + 8.8299 0.338
Direct Bilirubin, mg/dL 0.385+£0.163 0.524 £0.213 0.300 £ 0.158 0.045
Indirect Bilirubin, mg/dL 2.065 + 1.5652 1.765 + 0.7664 1.680 + 0.8871 0.970
Platelet, x 10%/mL 436100.00 + 172067.58  468411.76 + 92620.23  281400.00 + 141895.38 0.053
MPV, fl Mean + SD 9.875 + 1.2527 9.529 +1.4225 11.440-1.1781 0.032

RBC: red blood cells; Hb: hemoglobin concentration; HbF: fetal hemoglobin; MPV: mean platelet volume. Bold values indicate
significance at p<0.05, analyses were developed using the Kruskal-Wallis test. VValues are given as means +SD.

Table 5. Multivariate model associating polymorphisms in genes related to HbF.

Variables B SD t P P model R model
Model 1
Sex -0.102 0.073 -1.406 0.162
Age 0.150 0.077 1.957 0.052
Hydroxyurea use -0.227 0.085 -2.687 0.008 <0.001 0.428
CAR haplotype 0.164 0.079 0.167 0.040
rs766432 (BCL11A) 0.098 0.075 1.302 0.195
rs11759553 (HMIP) 0.205 0.075 2.718 0.007
rs7483122 (OR51B5/6) -0.130 0.443 -0.293 0.770
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7 DISCUSSAO

A investigacdo do perfil sociodemografico, marcadores laboratoriais e genéticos
caracterizou a populacdo em estudo, alem de possibilitar a associacdo dos biomarcadores,
eventos clinicos, mecanismos fisiopatologicos e resposta terapéutica a HU. Desta maneira, no
primeiro manuscrito foram avaliados dados laboratoriais, caracteristicas sociodemograficas,
perfil genético e clinico em pacientes com DF oriundos de regides do Sul da Bahia. A
casuistica foi composta por 200 pacientes com DF acompanhados pelo Centro de Referéncia a
Doenca Falciforme de Itabuna, Bahia. Os pacientes com DF vivem em condigdes precérias,
em residéncias localizadas distantes do centro de referéncia, com saneamento e infraestrutura
inadequada. Além disso, descrevemos a susceptibilidade elevada a infeccdes e complicagdes
clinicas (PEREIRA et al., 2013).

Em relacdo ao diagnostico precoce na DF, verificamos que 38,0 % dos pacientes do
estudo foram diagnosticados até os seis (6) meses de vida e, nesse grupo, 34% foram
diagnosticados atraves de triagem neonatal. Em pacientes com DF de sete (7) meses a quatro
(4) anos foi verificada a frequéncia de 24,0 % para diagnostico tardio. A triagem neonatal
brasileira para DF comecou em 2001, com a fundac¢do do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN)/teste do pezinho para hemoglobinopatias, que possibilitaram sobrevida
maior aos portadores da DF (SERJEANT, 2000). Com base nesse programa foi encontrada
reducdo na mortalidade e complicacdes clinicas da doenca, em decorréncia ao monitoramento
terapéutico adequado desde o nascimento da crianca. Deste modo, o diagndstico tardio pode
contribuir para risco de mortalidade e gravidade da doenca (SERJEANT, 2000).

A caracterizacdo dos pacientes em estudo revelou nivel educacional baixo, sendo que
21 pacientes de 13 a 38 anos sdo analfabetos ou ndo concluiram o ensino fundamental e 10
pacientes de 17 a 56 anos apresentaram apenas 0 ensino basico. Portanto, o nivel baixo de
escolaridade observado em nosso estudo € corroborado conforme estabelecido em estudos
desenvolvidos nos EUA e em outras regides do Brasil (LOUREIRO e ROZENFELD, 2005;
ADEGOKE, ADEODU e ADEKILE, 2015). Um estudo que avaliou fenétipos clinicos em
criancas com DF na Nigéria, concluiu que caracteristicas sociodemograficas ndo estdo

unicamente associadas ao nivel educacional, a crise anémica reflete importante associacao
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com o nivel educacional baixo e desenvolvimento da doenca (BALLAS et al., 2012;
CARROLL et al., 2013).

Na regido geografica em que nosso estudo foi realizado, e a cidade de Itabuna
apresentou grande parte dos pacientes com DF. Além do atendimento especializado
localizado nessa cidade, facilitando o acesso dos pacientes aos cuidados com a saude.

Acerca do periodo histérico da DF na regido litoral Sul da Bahia ainda permanece
desconhecido. A cidade de Itabuna esta localizada proxima a llhéus e comecou a ser povoada
por imigrantes do estado de Sergipe, cujo destino era a cidade de Vitdria da Conquista em
1867 (ALELUIA et al., 2015). Imigrantes sergipanos vieram de um estado préximo a Babhia,
com participa¢es nas margens do Rio Cachoeira e, nesse mesmo periodo, houve auxilio dos
jesuitas na catequese das tribos indigenas Pataxd, Guerren e Camaca em fazendas, para
atividades de caca e pesca. Em 1730 e 1790, os pioneiros enfrentaram o deserto e os indios
(ALELUIA et al., 2015). Os negros e pardos provenientes do sertdo de Sergipe e Bahia, em
1850, foram atraidos pela riqueza da regido e, com a possibilidade de trabalhar no cultivo de
cacau (ALELUIA et al., 2015). Desta forma, Ilhéus e Itabuna foram cidades que tiveram
influéncia de muitos indios, além de pessoas provenientes de diferentes tribos e regides
africanas oriundas do Sul da Africa, que também desembarcou no porto de Ilhéus, para o
trabalho escravo.

Curiosamente, aspectos histdricos sugerem a possibilidade de dispersdo maior do alelo
B° nessa cidade. O genétipo BEN/CAR foi predominante na AF, seguido do genétipo BEN | e
CAR | na HbSC, com contribuicdo elevada do haplétipo BEN na DF. De acordo com a
literatura, em 1678 a 1814, aproximadamente 39 dos 1770 navios que exportaram tabaco da
Bahia foi para Congo e Angola, onde foram capturados africanos para o trabalho escravo,
com possivel contribuicdo africana de areas Central e Sul da Africa (VERGER, 1968). Além
disso, o periodo histérico do trafico de escravos teve contribuicdo de quatro ciclos: Guiné
(século XV1), Angola e Congo (século XVII), Costa da Mina (século XVI1I1), e Baia de Benin,
entre 1770 e 1850. A partir de 1815, a Bahia foi o Unico estado brasileiro que restringiu o
trafico de escravos pelo Equador, fato que demonstra correlagdo entre as frequéncias
genotipicas encontradas na Bahia e na Africa Ocidental, principalmente da regido Benin
(FLORENTINO, 1997). Encontramos concentracdes elevadas de HbF e diminuidas de HbS
em pacientes com haplotipo BEN. Pacientes portadores do haplotipo CAR apresentam
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concentracdes diminuidas de HbF, com até 5 %, enquanto que portadores do hapl6tipo BEN
possuem concentragdes intermediérias de HbF, variando de 5 a 15 % (POWARS, 1991).

No Brasil, a prevaléncia de talassemia alfa esta relacionada diretamente aos diferentes
grupos étnicos que formam a populacéo. A Tal-o*"<°

em todas as regides brasileiras ja estudadas (HARTEVELD e HIGGS, 2010; FIGUEIREDO
3.7Kb

predomina quase que exclusivamente
et al., 1996). Observamos a presenca alélica da talassemia -a em 9 % da populagdo em
estudo. Estima-se que na populacdo brasileira a frequéncia do traco alfa talassémico esteja
aproximadamente 1 e 3 %. Ao considerarmos a descendéncia africana, esta frequéncia pode
atingir de 20 a 25 % (FIGUEIREDO et al., 1996).

Na analise das caracteristicas do perfil hematolégico com a presenca ou auséncia da
Tal-o>™®, evidenciamos concentraces elevadas de hemoglobina e hematécrito, apesar de
microcitose, hipocromia. A talassemia alfa homozigética e heterozigética corresponde a perda
de genes alfa (-a/-o e -/aa, respectivamente), caracterizada por apresentar anemia leve, com
hemacias hipocrdmicas microciticas. Contudo, o aumento do hematocrito contribui para a
viscosidade sanguinea, levando ao surgimento de vaso-oclusdo e ocorréncia de eventos
clinicos (ADORNO et al., 2005; LYRA et al., 2005).

Vaérios estudos tém demonstrado mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na AF e
HbSC. Os pacientes com AF apresentaram perfil hemolitico mais expressivo quando
comparado aos pacientes HbSC, que apresentaram contagem diminuida de hemacias,
concentracdo de hemoglobina e aumento nos niveis de LDH. O tempo de vida da hemacia é
reduzido na circulacdo em decorréncia do aumento da hemolise, sendo possivel verificar
reducdo na concentracdo de hemoglobina, contribuindo para a reducdo no transporte de
oxigénio ao tecido (STEINBERG, 2001). Mais recentemente, foi demonstrado que trés outros
fatores sdo importantes para a polimerizacdo da Hb, a composigéo e concentracdo, estado de
hidratacdo celular e altera¢cbes na membrana celular dos eritrocitos (GROSSE et al., 2011,
KATO et al., 2009).

A polimerizacdo da HbS em pacientes com AF ocorre devido a exposicdo a baixa
tensdo de oxigénio e contribui, principalmente, para o aumento de hemolise intravascular.
Além disso, ha um quadro mais significativo de crises vaso-oclusivas e surgimento de
processos patoldgicos secundarios (RAPHAEL et al., 2009; MORRIS et al, 2005). Ja os
pacientes com HbSC apresentam quadro maior de viscosidade quando comparados aos



112

pacientes com AF. A viscosidade surge em decorréncia da fisiopatologia de vaso-oclusao que
consiste em retencdo fisica de eritrocitos falciformes irreversiveis, levando a adesdo na
microcirculacdo e viscosidade, bem como resulta no recrutamento de leucécitos (GLADWIN
et al., 2008). A HbSC é uma co-heranca que também caracteriza DF, na qual os pacientes sdo
heterozigoto duplo, uma vez que herdam o alelo [35 de um dos pais e BC do outro, com
coexisténcia de concentracfes semelhantes de HbC e HbS em seus eritrocitos (BUNN et al.,
1982; COLELLA et al., 2015). Deste modo, a hemoglobina C tem a capacidade de induzir a
desidratacdo do eritrdcito, levando a formacgédo de polimeros de Hb causando o processo de
falcizacdo. Pacientes com HbSC demonstram menos sintomas clinicos em relacdo aos
pacientes com AF, devido a concentracdo diminuida de HbS (GOLDBERG et al., 1982). No
entanto, a reidratagdo dos eritrocitos pode reverter estes eventos. Assim, a expressiva
viscosidade decorre da presenca do gendtipo heterozigoto por eritrocitos falciformes
irreversiveis envolvendo obstrucdo do micro ambiente vascular, causando danos ao tecido e
inflamacéo local (SCHNOG et al., 2004).

Além disso, observamos aumento na contagem de reticuldcitos em pacientes com AF
em resposta a condicdo hemolitica, relacionado com a compensacdo da medula 6ssea, que
libera hemécias imaturas. Por conseguinte, 0 aumento do numero de reticulécitos, aumenta
também as propriedades adesivas na corrente sanguinea e, nas células endoteliais, uma vez
que os reticuldcitos também expressam moléculas de adesdo. No que se refere a andlise do
biomarcador NO, foi observado valor ligeiramente mais baixo em pacientes com HbSC. A
lise de eritrécitos promove liberacdo de Hb no plasma, contribuindo para efeitos inflamatdrios
e oxidativos, levando a disfuncao endotelial. Os pacientes com DF apresentam resisténcia a
dilatagdo dos vasos e aumento da adesdo celular ao endotélio (KATO, GLADWIN E
STEINBERG, 2007; BELANGER et al., 2015). Devido a este processo, a por¢do heme e as
espécies reativas de oxigénio (ROS) sao liberadas na corrente sanguinea, aumentando o
estresse oxidativo e diminuindo a biodisponibilidade de NO (VILAS BOAS et al., 2010;
DUTRA et al., 2014).

O perfil hemolitico reduzido observado nos pacientes com HbSC, demonstra
contagem diminuida de leucdcitos e, consequente, reducéo nas modificagdes do endotélio, ao
contrario do que acontece nos pacientes com AF, onde é observado recrutamento maior de

leucocitos, refletindo em lesdo endotelial. O recrutamento de leucécitos observado resulta em
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disfuncéo endotelial, desta forma, os mondcitos medeiam a ativacao endotelial pela producéo
de citocinas pro-inflamatorias (ZHANG et al., 2016; BELCHER et al., 2000).

Por conseguinte, verificamos contagem elevada de plaquetas nos pacientes com AF,
contudo, o volume plaquetario médio (VPM) ndo mostrou diferenca entre genotipos. As
plaquetas sdo descritas na regulacdo da hemostasia, mas também sdo responsaveis pela
inducdo de processos inflamatorios. Uma ativacdo plaquetaria maior tem sido descrita em
pacientes com DF durante eventos vaso-oclusivos (WUN et al., 1997). Estudos sugerem que a
ativacdo pode promover a adesdo de eritrocitos falciformes ao endotélio vascular pela
secrecdo de trombospondina, podendo contribuir para a trombose e hipertensdao pulmonar,
sendo mais expressiva no genotipo da AF (NAVAB et al., 2001).

Quanto ao perfil lipidico foi observado mais expressivamente em pacientes com AF.
De acordo com os resultados, verificamos niveis diminuidos de colesterol total e HDL-C nos
pacientes com AF quando comparado aos pacientes HbSC; embora ambos estejam abaixo do
valor de referéncia estabelecido. A fracdo HDL-C corresponde a um marcador de risco
importante no desenvolvimento de doengas cardiovasculares (VILLAGRA et al., 2007). A
hipertrigliceridemia e aumento de VLDL-C pode ser observado em pacientes com AF neste
estudo, embora ndo estatisticamente significante. Individuos com AF apresentam estresse
oxidativo elevado, com producdo de radicais livres em associacdo com hipocolesterolemia,
reducdo significativa de HDL-C, hipertrigliceridemia e aumento da fracdo VLDL-C,
constituindo-se em marcador potencial de gravidade da DF (SEIXAS et al., 2010). Outros
estudos evidenciaram que individuos com DF apresentam diminuicdo dos niveis plasmaticos
de lipidios quando associados ao estresse hemolitico e comparados a individuos normais
(RAHIMI et al., 2006).

As manifestacdes clinicas sdo consideradas como fatores que influenciam a vida do
paciente, incluindo crise de dor, VOE e a coexisténcia de comorbidades que afetam 6rgéos,
tais como, Ulceras maleolares, infeccdo, colelitiase, esplenomegalia, retinopatia, necrose
vascular, doencas neuroldgicas, que apresentam efeito negativo limitando o desenvolvimento
cognitivo desses pacientes (STEINBERG, 2005; P1ZZO et al., 2015). Como demonstrado em
nossos resultados verificamos aumento na frequéncia de hospitalizacBes em pacientes com
AF, que pode refletir no custo elevado para o servico de satde. O custo para o Sistema Unico

de Salde (Sistema Unico de Salde - SUS) é uma consideracdo importante, visto que, o
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cuidado aos pacientes com DF ainda é complicado. Todas estas possibilidades devem ser
consideradas no desenvolvimento de estratégias governamentais voltadas no intuito de
melhorar o sistema de salde oferecido aos pacientes com DF (REES e GIBSON, 2012;
KANTER e KRUSE-JARRES, 2013).

Encontramos ndmero significativo de pacientes que fizeram uso de penicilina
profilética, incluindo a benzatina, sendo observada em pacientes com até sete (7) anos de
idade. Tal medida profilatica reduz significativamente o risco de sepse e morte devido a
infeccdo pneumocdcica (GASTON et al., 1986). No entanto, no mesmo esquema profilatico,
pudemos observar em nosso estudo, a ocorréncia de pneumonia entre pacientes pediatricos
com DF. Isto pode estar relacionado ao clima da regido, que se caracteriza por periodos
chuvosos e umidade. Outro medicamento observado consiste no acido folico, de acordo com
nossos dados verificamos frequéncia alta diaria no uso de acido folico em pacientes de todas
as faixas etarias. O &cido folico é utilizado em casos de aumento da atividade secundéria a
hemdlise cronica que resulta em elevada destruicdo de hemacias, resultando no consumo de
acido fdlico e consequente déficit (DIXIT et al., 2016; MARTYRES et al., 2016). A HU é um
medicamento utilizado no tratamento da DF e possui acdo de induzir o aumento da
concentracdo de HbF, reduzindo episddios de hemdlise e crises vaso-oclusivas (REES e
GIBSON, 2012; NWENY!| et al., 2014). H& vaérios relatérios que mostram que o uso de HU
em criangas, além de um diagnostico precoce, atua sinergicamente na promogdo de uma
resposta positiva na vida desses pacientes (NWENY] et al., 2014).

Dessa forma, nossos dados destacam diferencas entre AF e HbSC, com base na
caracterizacdo laboratorial, perfil genético e manifestacbes clinicas de ambos os genétipos,
além de encontramos maior nimero de hospitalizacdo associados ao perfil hemolitico em
pacientes com AF. Nesse caminho, torna-se essencial o estabelecimento de terapia profilatica
para melhor manejo terapéutico da DF, enfatizando a necessidade de implementar servicos
especializados para AF e pacientes com HbSC, especialmente pela heterogeneidade clinica
observada.

No segundo manuscrito, avaliamos dados laboratoriais em associagdo com 0s niveis
dos biomarcadores LDH, NO e HDL-C em pacientes com AF do Sul da Bahia acompanhados
no Centro de Referéncia a Doenca Falciforme de Itabuna, Bahia. Os individuos estavam em

estado estavel, sem uso de HU e auséncia de terapia transfusional. Foram evidenciadas
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associacOes relacionadas com mecanismos de hemolise, vaso-oclusdo, disfuncdo endotelial,
dislipidemia e inflamacdo. Deste modo, observamos que niveis elevados de LDH estiveram
associados ao aumento de bilirrubinas total e indireta, reducdo na contagem de hemacias e
concentracdo de hematocrito; além disso, foi verificado aumento discreto no VCM e HCM,
corroborando o perfil hemolitico na AF.

O LDH é um biomarcador de lise celular, a ruptura dos eritrdcitos apresenta liberacdo
simultanea de hemoglobina, heme e arginase no plasma (KATO, GLADWIN e STEINBERG,
2007). Com relacdo ao perfil leucocitico, a contagem de mondcitos foi significativamente
maior em pacientes com niveis maiores de LDH, bem como foi evidenciado nas analises de
correlacdo positiva, sugerindo disfungdo endotelial em decorréncia do quadro hemolitico.
Estes resultados também mostraram aumento dos niveis de NO, e embora ndo foi
estatisticamente significante, contribuindo para alteracdo do endotélio, sendo corroborado
com 0 aumento na contagem de monadcitos (SAFAYA, STEINBERG e KLINGS, 2012). Os
mondcitos de pacientes com DF sdo capazes de influenciar ativacdo endotelial através da via
de sinalizagéo do fator nuclear kappa B (NF-kB) (SAFAYA, STEINBERG e KLINGS, 2012).

As células endoteliais demonstram um fenétipo ativado na AF (WUN, 2001). A
translocacdo do NF-kp em células endoteliais, leva a ativacdo da via responsavel por
aumentar a expressao das moléculas de adesdo, incluindo E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1
(BELCHER et al., 2000; ZHANG et al., 2016), desencadeando a adesdo dos leucocitos
mononucleares as células endoteliais. Estudos mostram que essa ativacdo pelos mondcitos
requer um contato célula-célula, no entanto, pode ser modulada também através de citocinas
pré-inflamatorias produzidas pelos proprios mondcitos (ZHANG et al., 2016). A adeséo dos
eritrécitos falcizados ao endotélio também é induzida, existindo também producdo de grande
carga de espécies reativas de oxigénio que sdo capazes também de ativar o NF-kB,
promovendo transmigracdo dos mondcitos (SULTANA, et al.,, 1998). Na analise dos
metabolitos de NO observamos concentragdes menores de bilirrubina direta em pacientes com
niveis menores de NO, além da diminuicdo na contagem de reticuldcitos. O nitrito é o
metabolito central da hemostase do NO e, atua como importante molécula de sinalizacéo
(BRYAN et al., 2005). O equilibrio hemostatico de NO mostra diferentes efeitos, tais como o
aumento da permeabilidade vascular, prevencdo de lesdes ateroscleroticas, inibicdo da

agregacdo de plaquetas, ativacdo e, repressdo transcricional de VCAM-1, ICAM-1, P-
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selectina e E-selectina, em niveis fisioldgicos. Por outro lado, 0 ambiente hemolitico presente
na AF, libera Hb e arginase de eritrocitos falciformes, contribuindo para limitacdo da sua
biodisponibilidade (KATO, GLADWIN e STEINBERG, 2007, SCHAER et al., 2013, WANG
etal., 2014).

A biodisponibilidade menor de NO aumenta a ativacdao endotelial e, deste modo, a
bilirrubina direta pode exercer propriedades antioxidantes. Segundo a literatura, dados
mostram que o NO e espécies relacionadas induzem degradacdo tempo-dependente de
bilirrubina in vitro, por isso, é possivel que concentragdes diminuidas de nitrito e nitrato
sejam consequéncia de atividades potenciais na eliminacdo de bilirrubina em relagdo as
espécies reativas de oxigénio (LANONE et al., 2005).

Verificamos nos pacientes com AF niveis diminuidos de NO, associados ao aumento
dos niveis de colesterol total, HDL-C e LDL-C; no entanto, os niveis de HDL-C se
encontravam abaixo do valor de referéncia em ambos os grupos de NO. O HDL-C consiste de
algumas fracGes como, por exemplo, a fracdo proHDL-C, que é observada em pacientes com
doencas inflamatérias (MCMAHON et al., 2006). De acordo com alguns estudos, o0 HDL-C
pode ndo ser funcional, uma vez que, ndo € capaz de evitar a formacéo e/ou falha na oxidacédo
e inativacdo do LDL-C; ou pro-inflamatério, aumentando a formacdo de fosfolipidos
oxidados (VAN LENTEN, et al., 1995). O aumento dos niveis de proHDL-C foi observado
em pacientes com DF, que provavelmente auxilia na manutencdo do estado pro-coagulatério
através do aumento de LDL-C oxidada, podendo contribuir para a fisiopatologia da doenga
vascular pulmonar (ATAGA et al., 2015).

No grupo de pacientes com valores elevados de HDL-C acima de 40,0 mg/dL,
encontramos contagem maior de hemaécias, concentracbes de hemoglobina e hematdcrito,
contribuindo para melhoria do perfil hematoldgico. Esses dados corroboram o papel protetor
da fracdo HDL-C. Assim, sugerimos que estes biomarcadores estdo contribuindo para a
melhora clinica e reducdo da ativacdo endotelial, respectivamente. Além disso, podemos
verificar associacao entre os concentracdes de HbF e niveis de HDL-C. A HbF desempenha
papel importante na modulacdo da patogénese da AF, e suas concentragdes sdo geralmente
inversamente associadas com a gravidade para determinado subfendtipo. Portanto, 0 aumento
da concentracdo de HbF reduz o processo de polimerizagdo da HbS e, consequentemente, leva

a reducgéo dos VOE, crise de dor e hospitalizag&o.
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O HDL-C apresenta funcdo anti-inflamatoria, antioxidante, antiagregacdo plaquetaria,
anticoagulantes e de pré fibrindlise (NOFER et al., 2002). Niveis elevados de HDL-C
promovem redugdo no risco de hemolise intravascular, lesdo endotelial, incluindo contagens
menores de reticuldcitos e eritrocitos, além da concentracdo de HbS (SEIXAS et al., 2010).
Acredita-se que pacientes com niveis elevados de HDL-C também demonstrem contagens
menores de leucdcitos, mondcitos e plaquetas. No entanto, alguns estudos em pacientes com
AF mostraram associagdo com perfil dislipidémico, juntamente com aumento de triglicerideos
e VLDL-C (SEIXAS et al.,, 2010; NOFER et al., 2002). De acordo com os resultados
encontrados nesse estudo, niveis de HDL-C superiores a 40 mg/dL demonstrara aumento nos
niveis de LDL-C e triglicérides, sugerindo perfil dislipidémico associado a doenca
inflamat6ria, uma vez que o biomarcador de LDL-C é uma molécula pré-inflamatoria,
conforme observado em associacéo aos niveis de NO.

Na andlise genética do marcador talassemia -o’K®

nos pacientes com AF foi
encontrado frequéncia alélica de 0,14. Na cidade de Salvador, Bahia, estudo realizado de 590
recém-nascidos demonstrou prevaléncia de 0,19 para talassemia -o>"®° (ADORNO et al.,
2005). Em geral, estima-se que 5,0 % da populacdo mundial apresente um alelo para
talassemia alfa (WEATHERALL, 2008). Assim, podemos observar observamos que em

3,7kb 4

Salvador e também na regido sul da Bahia, a talassemia -a™"* é significantemente encontrada

entre os pacientes com AF.

A coexisténcia de talassemia -

em pacientes com AF esta associada & melhora da
anemia, demonstrando contagem maior de hemaécias e niveis de hemoglobina, além de niveis
menores de bilirrubina total e indireta. No entanto, foram observadas microcitose e
hipocromia através de parametros hematoldgicos de MCV e MHC, respectivamente. Alguns
estudos mostram aumento dos niveis de bilirrubina, enquanto outros ndo encontram esta
associacdo. A partir dos resultados obtidos, verificamos reducédo significativa de bilirrubina
total e indireta, enfatizando melhoria do perfil de hemolitico (RUMANEY et al., 2014). Os
eritrécitos falciformes sdo mais susceptiveis a danos mecanicos, provavelmente devido a
menor deformabilidade e diminuicéo da estabilidade da membrana (RUMANEY et al., 2014).

Individuos com AF em co-heranca com talassemia -o®°

tem contagem diminuida de células
densas, provavelmente devido a fragilidade mecéanica menor das hemacias. Pacientes com AF

e co-heranca de talassemia alfa demonstram menos anemia (RUMANEY et al., 2014). O
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aumento do hematocrito em associagdo com a presenca de talassemia alfa contribui para
viscosidade e adesdo célula-célula no endotélio. A viscosidade estd associada com o
surgimento de VOE; e a presenca de talassemia alfa também pode trazer efeitos adversos para
pacientes com AF (RUMANEY et al., 2014). Também foi observado contagem menor de
linfocitos, corroborado pelo estudo anterior, que observou reducdo no numero de células
dessa populacdo em co-heranca & talassemia -o>" (ADORNO et al., 2005). Verificamos

contagem reduzida de plaquetas nos pacientes com AF em co-heranca com talassemia -o>".

Até 0 momento, ndo foram encontrados estudos que mostrem influéncia de talassemia -o*"°
na contagem de plaquetas em pacientes com AF (RUMANEY et al., 2014).

As plaquetas sdo essenciais para a hemostase, mas podem contribuir para 0 processo
inflamat6rio (SEMPLE, ITALIANO e FREEDMAN, 2011). Com base em nossos resultados,
sugerimos que a contagem diminuida de plaquetas possibilite diminuicdo da adesdo de
eritrocitos falciformes. Estudos recentes sobre a presenga de B-talassemia e hemoglobina E
(HbE) mostraram aumento no estresse oxidativo, resultando na ativacdo plaquetaria,
contribuindo para o estado de hipercoagulabilidade e gravidade da AF (KARMAKAR,
BANEJEE e CHAKRABARTI, 2016).

Considerando os resultados encontrados, estudos corroboram e descrevem que estes
sub-fendtipos sdo dindmicos, associados a biomarcadores e vérias alteracdes podem ocorrer
simultaneamente na AF, enfatizando as associacbes conhecidas sobre 0S processos
fisiopatoldgicos presentes na doenga.

Dessa forma, biomarcadores de LDH, NO e HDL-C foram associados com a
caracterizacdo laboratorial permitindo classificar os subfenotipos hemolitico e dislipidémico,
respectivamente. O co-heranca da AF com talassemia -a3.7Kb melhora a anemia e apresenta
contagem menor de plaquetas; no entanto, contribui para a viscosidade do sangue. Os
parametros laboratoriais auxiliaram a descrever 0s processos hemoliticos, vaso-
oclusivo/viscoso e dislipidémico, porém a AF apresenta diversidade fenotipica peculiar,
tornando dificil estabelecer separadamente os mecanismos da fisiopatologia da doenca. Por
isso, mais estudos devem ser desenvolvidos visando contribuir para a compreensdo dos
processos envolvidos em associagdo com biomarcadores sistémicos e marcadores genéticos
da AF.
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No terceiro manuscrito, avaliamos pacientes com AF em estado estavel e auséncia de
terapia transfusional acompanhados pelo Centro de Referéncia a Doenga Falciforme de
Itabuna e Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia. Desta forma, pudemos
encontrar fatores que podem influenciar na gravidade ou melhorar a clinica da AF. Alteracdes
genéticas atuam de forma a modular niveis de HbF e constituem preditores importantes do
perfil hemolitico na AF. Dentre as modificagdes que modulam os niveis de HbF estdo
incluidos os diferentes haplétipos ligados ao gene da globina-f, uso de HU e polimorfismos
nos locus de caracteristica quantitativa (QTLS).

No presente estudo observamos que pacientes em uso de HU apresentavam
concentracOes elevadas de HbF e, consequentemente concentragdes diminuidas de HbS, que
corresponde a diminuicdo da polimerizacdo. Nesses pacientes pudemos evidenciar aumento
de VCM, hemoglobina e hematdcrito e niveis séricos diminuidos de bilirrubina, assim o
conjunto desses parametros, denotam melhor condi¢cdo hemolitica quando comparados a
pacientes com AF sem uso de HU. A HU pertence a classe de compostos dos &cidos
hidroxamicos, que possuem capacidade de se ligar a metais. O efeito citotoxico priméario da
HU corresponde a sua capacidade de inibir a ribonucleotideo-redutase (YARBRO, 1992
GOLKAR et al., 2013). Este efeito reduz a producdo de eritrocitos com HbS, com
consequente aumento nos niveis de HbF proporcionado pelo aumento do ndmero de
precursores que favorecem a producdo de glébulos vermelhos, que contém concentracdo
elevada de HbF, surgindo a partir de células progenitoras que possuem menor taxa de divisao
celular, gerando aumento na producdo de NO e reducdo na expressdo de moléculas de adesédo
(WARE et al., 2011; SUMMARELL e SHEERAN, 2016). Em estudo realizado na india com
24 pacientes com AF em uso de HU foi observado contagem elevada de eritrdcitos,
concentracdo elevada de hemoglobina e hematdcrito, com reducdo significativa de HbS e
crise de dor (SHOME et al., 2016). O estudo de Orah e Platt (2008) observou que duas
semanas apods o tratamento com HU ha uma reducéo significativa no nimero de leucdécitos e
plaquetas, além do aumento de VCM.

A terapia com HU leva ao aumento da concentracdo de HbF, reduzindo o numero de
crises vaso-oclusivas, acidente vascular cerebral, sequestro esplénico, STA, hospitalizacGes e
transfus6es, melhorando a qualidade de vida e, reduzindo o custo geral do tratamento (PLATT
et al., 1994, STEINBERG et al., 2003; CREARY et al., 2016). Estes efeitos também tém sido
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observados em modelos animais. De acordo com a literatura, poucos pacientes ndo respondem
de forma satisfatoria ao uso da HU e, esse mecanismo ainda necessita de melhor elucidacao
da sua agdo no organismo do paciente com AF, visto que a HU € responsavel por aumentar
concentracdo de HbF em aproximadamente metade dos pacientes com AF, reduzindo a
morbidade e mortalidade (CHARACHE et al.,, 1995 , STEINBERG et al., 2003,
STEINBERG, 1997).

Os pacientes tratados com HU neste estudo apresentaram reducdo na contagem de
leucdcitos, com consequente reducdo do numero de eosinofilos, linfocitos e monadcitos, que
podem resultar em ativacdo endotelial menor, uma vez que, os mondcitos sdo células
especializadas na ativacdo de células endoteliais que atuam como um gatilho para o NF-kf
(BELCHER et al., 2000; ZHANG et al., 2016). Ao observar ativacdo menor do endotélio
vascular, com menor expressdo de ICAM-I, VCAM-I, P-selectina, E-selectina, e do fator
tecidual, é notdério o desempenho importante na fisiopatologia de pacientes com AF e vaso-
oclusdo (ZHANG et al., 2016). Desta forma, nossos resultados confirmam os beneficios
gerados pelo uso da HU, induzindo reducdo do nimero de leucocitos e, consequentemente,
menor ativacdo do endotélio, reduzindo a ocorréncia de eventos vaso-oclusivos e infeccoes.

Entre os pacientes com AF em uso de HU houve frequéncia elevada da administracéo
de doses de 15 miligramas por quilograma de peso corporal por dia (mg/kg/dia), seqguido por
25 mg/kg/dia e 20 mg/kg/dia. A associacdo das diferentes dosagens da HU (15 mg/kg/dia, 20
mg/kg/dia e 25mg/kg/dia) com o perfil laboratorial permitiu verificar que a maior dose
administrada influenciou significativamente para menor contagem de plaquetas e VPM. A HU
é administrada por via oral diariamente e as capsulas sdo prontamente absorvidas pelo corpo
(MONTALEMBERT et al., 2006; WARE et al., 2011). Existe uma formulacdo liquida
adequada para criancas e adolescentes, porém ainda se encontra em fase de teste (WANG et
al., 2001; HANKINS et al., 2005; THORNBURG, CALATRONI e PANEPINTO., 2011). No
Brasil, a Unica formulacdo encontrada corresponde a capsulas de 500mg. A dose inicial da
maioria dos pacientes é de 15 mg/kg/dia, sendo ajustada gradualmente em doses escalonadas
e, a dose maxima tolerada (DMT) deve ser inferior a 35 mg/kg/dia, sendo definida como a
maior dose capaz de promover a melhora no curso clinico e laboratorial do paciente sem a
ocorréncia de toxicidade hematoldgica (PLATT et al., 1994; ZIMMERMAN et al., 2004;
MONTALEMBERT et al., 2006; PLATT, 2008; ESTEPP et al., 2016). O tempo de uso
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encontrado entre os pacientes do presente estudo variou de 2 meses a 4 anos e 2 meses, assim
foi possivel observar que os pacientes com maior tempo de uso de HU apresentaram
contagem menor de reticuldcitos e niveis elevados de bilirrubina direta em relagdo aos
pacientes com menor tempo de uso, resultando em menor lesdo vascular, permitindo maior
vasodilatacdo resultando, além de demonstrar resposta a condicdo hemolitica (STEINBERG,
2003). Deve-se ter cuidado na prescricao pediatrica, devido a auséncia da dosagem liquida da
HU (FERSTER et al., 2001; HEENEY e WARE, 2008).

Na anélise dos haplétipos para o gene da globina beta observou-se maior frequéncia
do genétipo BEN/CAR, seguido pelo genétipo CAR/CAR e BEN/BEN, sendo o haplétipo
CAR o0 mais comum entre 0s pacientes com AF. H& cinco principais haplo6tipos do gene da
globina beta no mundo: quatro na Africa (Senegal, Benin, Bantu ou Republica Centro-
Africano e Camardes) e um na Asia (Arabia-indiano). A histdria do trafico de escravos na
Bahia relata a presenca de escravos provenientes da Republica Africano Central (hapl6tipo
CAR) e da Africa Oriental (haplétipo BEN) que sdo os hapldtipos de maior ocorréncia no
estado, evidenciando a grande influéncia Nagd-Yoruba do Golfo de Benin. Em contrapartida,
em outras localidades do Brasil, tivemos maior contribuicdo vinda do Congo e Angola,
também com a participacdo do haplétipo CAR (VERGER et al., 1968). Nos Estados Unidos e
na Jamaica € verificada maior prevaléncia do hapldtipo BEN, resultante do trafico de escravos
que eram trazidos do Centro-Oeste africano (WAINSCOAT et al., 1983; POWARS et al.,
1991), no entanto, em Cuba e Porto Rico hd a predominancia do haplétipo BANTU,
demonstrando diferentes origens africanas destas populaces (BARALT, 1982;
CURTIN,1969; NAGEL, 1984; MUNIZ et al., 1995). Em alguns estados brasileiros foi
observada a presenca do haplétipo CAR, como em Sdo Paulo (62,2 %) e Para (65,9 %)
(COSTA et al., 1984; FIGUEIREDO et al., 1996). No estado da Bahia, 0 gen6tipo BEN/CAR
(42,6 %) foi evidenciado como o mais frequente (ADORNO et al., 2005). Corroborando os
dados histéricos do estado da Bahia, a partir dos nossos resultados foi verificada prevaléncia
do hapl6tipo CAR com 69,5 % (137/197) nos pacientes com AF, seguido pelo hapl6tipo BEN
com 30,5 % (60/197), confirmando influéncia africana proveniente da Africa Sul e Central
para 0 comércio de escravos. De acordo com nossos resultados, o haplétipo CAR apresentou

entre 0s pacientes com AF, concentracdo maior de HbS e concentracdo menor de HbF
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(POWARS, 1991; ADORNO et al., 2005). Nossos resultados corroboram com dados da
literatura, demonstrando que o hapl6tipo CAR contribui para gravidade da DF.

Elementos do agrupamento de genes do receptor olfatério (OR) localizados no
cromossomo 11p podem desempenhar papel regulador na expressdo do gene da globina y e
consequente modulacdo da HbF (SOLOVIEFF et al., 2010; BARBOSA et al., 2013).
Encontramos frequéncia significativa de OR51B5/6 rs7483122 C>T, BCL11A rs6732518 C>T
e HMIP rs35959442 C>G, com 0,90, 0,59 e 0,30 do alelo variante, respectivamente. A regido
do cromossomo 11, que contém SNPs nos genes OR51B5 e OR51B6 contribui para a
expressao da HbF, além do SNPs no gene BCL11A (SOLOVIEF et al., 2010; BAUER et al.,
2013). Em outros estudos foi demonstrado que as células precursoras humanas de individuos
com alta e baixa expressdo de gene MYB apresentavam contagens mais baixas de eritrdcitos,
porém com maior VCM e contagem de plaquetas (JIANG et al., 2006). Assim, as variantes
genéticas da regido intergénica HBS1L-MYB localizadas no cromossomo 6¢q mostraram-se
altamente associadas ndo s6 com os niveis de HbF, mas também com outros pardmetros
hematol6gicos. Dados da literatura forneceram a base funcional para esta associacao e apoiam
a descoberta do gene HMIP localizado na regido HBS1L-MYB que é descrito por estar
associado a niveis elevados de HbF, além de contribuir com efeitos pleiotropicos em varios
parametros hematoldgicos como identificados em estudos de associacdo genética
(WAHLBERG et al., 2009).

A hemoglobina fetal € o maior modulador genético da AF (DRISS et al., 2009). SNPs
associados a QTLs identificados na regido intergénica HBS1L-MYB localizada no
cromossomo 623 e, no gene BCL11A localizado no cromossomo 2p16 estdo envolvidos na
modulacdo da sintese de HbF (GARNER et al., 2004; THEIN et al., 2007; NGUYEN et al.,
2010). Nos pacientes em estudo foi encontrada frequéncia do alelo variante T (0,59) do gene
BCL11A (rs6732518) e do alelo variante C (rs766432) com frequéncia de 0,27. No grupo de
pacientes homozigotos para o alelo mutante (C) do SNP (rs766432) em associacdo aos
parametros laboratoriais foi observada alteracdo no perfil hematoldgico (hemacia,
hemoglobina, hematocrito e HbF), contagem de plaquetas reduzida e niveis menores de
bilirrubina direta indireta, demonstrando que pacientes em uso do medicamento e na presenga

do alelo variante homozigoto do gene BCL11A (rs766432 A>C) apresentam melhor quadro
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hemolitico, menor vaso-oclusdo, menor adesdo plaquetaria, e niveis reduzidos de bilirrubina
direta, contribuindo para a melhora clinica da doenca e taxas de hospitaliza¢cbes menores.

O gene BCL11A tem sido descrito como gene que exerce forte influéncia sobre os
niveis de HbF em populacBes normais e pacientes com AF e talassemia (MENZEL et al.,
2007; SEDGEWICK et al., 2008). A proteina BCL11A é regulada durante o desenvolvimento
humano, sendo que nas celulas eritroides humanas adultas é necessario manter o
silenciamento da HbF (SANKARAN et al., 2008). Outros SNPs do gene BCL11A também
estdo relacionados com a expressdo da HbF como o SNP rs461393 que demonstrou presenca
de 10 % do alelo variante entre individuos com AF no nordeste do Brasil (CARDOSO et al.,
2014). Outros estudos obtiveram resultados semelhantes, como estudos realizados em
pacientes com AF afro-americanos, tanzanianos e britanicos (LETTRE et al., 2008; MAKANI
et al., 2011). No Brasil, um estudo realizado com 622 pacientes com HbSC e AF sem uso de
HU avaliou polimorfismos nos genes BCL11A, HMIP e OR51B5/6 semelhantes aos avaliados
neste estudo e encontraram associagdo com a inducdo de HbF, especialmente nos genes
BCL11A e HMIP, além de verificar frequéncia maior do haplétipo CAR (BARBOSA et al.,
2013). Um estudo de coorte realizado na Tanzania em pacientes com AF avaliou SNPs na
regido intergénica HBS1L-MYB e gene BCL11A que demonstraram ter impacto significativo
na modulagdo da HbF (BAUER et al., 2013). Em outro estudo foi observada associagdo da
variacdo genética no gene BCL11A e a concentracdo de HbF, sequéncias ndo codificantes sdo
associadas como atenuador de cromatina eritrdide; desta , o gene BCL11A, por atuar como
atenuador de HbF, tornando-se alvo atrativo para a concepcdo de possivel estratégia
terapéutica (MAKANI et al., 2011).

Em relacdo a caracterizacdo clinica dos pacientes com o alelo variante (C) do SNP
rs766432 gene BCL11A em tratamento com HU, foi verificada frequéncia menor de eventos
clinicos em pacientes tratados com HU. No entanto, a litiase, foi mais observada nesse grupo
de pacientes, sugerindo que esse evento clinico ocorra independentemente do efeito benéfico
produzido pela farmacocinética da HU e presenca do alelo variante (C), de SNP rs766432
gene BCL11A. De acordo com o trabalho realizado em Multicenter Study of Hydroxyurea in
Sickle Cell Anemia (MSH), que observou a reducéo de eventos clinicos decorrentes da vaso-
oclusdo em pacientes tratados com HU, esta reflete na reducdo global da mortalidade
estimada em 40 % ate aos 9 anos (WONKAM et al., 2014) . A HU esta relacionada a reducéo



124

das complicacBes vaso-oclusivas da AF (CHARACHE et al., 1995). Tais resultados
corroboram nossos resultados, visto que entre 0s mecanismos associados a HU esta o aumento
na expressao dos niveis de HbF, contribuindo para reducédo de eventos clinicos e mortalidade.

Com isso, diversos estudos demonstram que o conjunto de associacbes de
polimorfismos nos genes Xmml-158, OR51B5/6, HBS1L-MYB e BCL11A explicam o aumento
de 20 % a 50 % da variancia entre individuos em relacdo a modulacdo da HbF (THEIN et al.,
2009; WONKAN et al., 2014). A partir dos nossos resultados, a analise multivariada linear
evidenciou que as varidveis de polimorfismos, idade, sexo, VCM, hemoglobina, bilirrubina
indireta, hidroxiureia, contagem de leucdcitos e haplétipo CAR contribuiram
significativamente para modulagdo da concentragdo de HbF em pacientes com AF. Desta
forma, a compreensdo dos QTLs em associacdo a modulacdo da HU e de parametros
laboratoriais pode expandir o conhecimento acerca dos mecanismos de regulacdo da HbF,
podendo elucidar possiveis estratégias de inducdo da expressdo aumentada que pode propiciar
melhoria do perfil clinico do paciente, uma vez que, 0 aumento da concentra¢do de HbF pode
contribuir para diminuir a frequéncia e intensidade de eventos clinicos (STEINBERG et al.,
2005).
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8 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a populacdo de pacientes com doenca falciforme do Sul da
Bahia, com HbSC e AF, além da evidéncia de que os genotipos da DF diferem em relacdo aos
parametros laboratoriais, genéticos e ocorréncia de eventos clinicos, refletindo na gravidade
da doenca. A despeito dos biomarcadores encontrados na AF foram encontradas associagoes
entre os parametros laboratoriais e fisiopatologia da doenca. Portanto, os subfendtipos
estabelecidos, de fato, exercem papel importante na hemdlise, vaso-oclusdo e dislipidemia.
Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos, o biomarcador LDH € sugerido estar
associado ao subfendtipo hemolitico, o NO apresentou influéncia maior na ativacao endotelial
e dislipidemia, o HDL-C demonstrou possivel associacdo ao quadro inflamatorio observado

nos pacientes com AF. O marcador genético da talassemia -o>"

em co-heranca com AF
esteve associado a melhora do quadro hemolitico e diminui¢do da ativacdo plaquetéria; no
entanto, este marcador contribui para viscosidade sanguinea e vaso-oclusdo. O
estabelecimento dos subfenotipos na AF sugeriu que os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos ndo ocorrem de forma separada, necessitado de mais estudos para compreensao da
doenca. Foi evidenciado papel relevante na modulacdo da HbF através dos haplétipos ligados
ao gene da globina B°, em especial, pelo haplétipo BEN e CAR e, polimorfismos localizados
nos genes BCL11A, HMIP, OR51B5/6 que demonstrou influéncia maior na expressdo da HbF
e parametros laboratoriais, principalmente o SNP rs766432 do gene BCL11A quando em
associacdo ao uso de HU. Concluimos que a caracterizacdo da populacdo em estudo e o
estabelecimento dos biomarcadores laboratoriais e genéticos norteiam 0s mecanismos
fisiopatolégicos da DF e gravidade clinica, proporcionando subsidios para acompanhamento e

tratamento adequado aos pacientes.
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APENDICE A: Producdes cientificas durante o periodo de doutorado que n&o fizeram
parte da tese.

Carta aberta submetida:

Bruno Antonio Veloso Cerqueira, Milena Magalhdes Aleluia, Caroline Concei¢do da Guarda,
Teresa Cristina Cardoso Fonseca, Fabia Idalina Neves, Regiana Souza Quinto, Felipe A.
Pimenta, Luiz Carlos Junior Alcantara, Dalila L. Zanette e Marilda de Souza Gongalves. The
dangerous association between dengue fever and sickle cell disease: a warning to the

medical and scientific community. Journal: Journal of Medical Virology, 2016.

Artigo original submetido:

Sétondji Cocou Modeste Alexandre Yahouédéhou, Magda Seixas Carvalho, Rodrigo Mota
Oliveira, Rayra Pereira Santiago, Suellen Pinheiro Carvalho, Jinia Raquel Dutra Ferreira,
Milena Magalhdes Aleluia, Elisingela Vitoria Adorno and Marilda de Souza Gongalves.
Influence of CYP2E1l -1293G>C/-1053C>T, NQO1 609C>T, MPO -463G>A and
GSTT1/GSTM1-null polymorphisms on laboratory parameters in sickle cell anemia

patients in use of Hydroxyurea. American Journal of Hematology, 2016.
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APENDICE B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Responsavel Legal do
Paciente

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA RESPONSAVEL LEGAL DE MENOR DE 18 ANOS

Vocé esta sendo  convidado a  permitir com a  participacdo  do
menor : em
pesquisas realizadas no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ - BA, cujo titulo a
seguir, uma vez que oficialmente é o seu representante legal.

“Caracterizacdo Molecular e Analise Fenotipica dos Marcadores de Prognostico em
Portadores de Doenca Falciforme na Regido Sul da Bahia”.

A doenca falciforme é uma doenga genética bastante conhecida da populacdo da Regido Sul
da Bahia, sendo que a pessoa com esta doenca tem crise de dor, devido ao entupimento das
veias pelas células vermelhas que possuem o formato de foice ou meia-lua, podendo também
ter infeccgdes e alteracdes clinicas nos olhos, rins, coracao, pulmao e cérebro.

Nessa pesquisa serdo investigadas pessoas com doenca falciforme, alteracdo que muda a
forma das células vermelhas que ficam duras, facilitando o entupimento de veias e,
juntamente com as células brancas participam das crises de dor e, podem contribuir para a
ocorréncia de derrame, problemas no coracdo, nos olhos, nervos e pulmdes. Por isso, é
importante realizar estudos que possam ajudar a entender melhor esta doenca e também ajudar
para a criacdo de um novo tipo de tratamento. O sangue coletado sera destinado ao estudo das
células e algumas substancias que ajudam na caracterizacdo da doenca falciforme, além das
respostas fornecidas ao questionario, no qual o menor sera submetido, que fornecerdo bases
para melhor prognéstico dos pacientes. Os resultados obtidos nesta pesquisa poderdo
posteriormente servir para planejamentos futuros na fabricacdo de remédios novos e
desenvolvimento de tratamentos.

A participacdo do menor € totalmente voluntéria e a sua permissao para que 0 menor participe
do estudo pode ser retirada a qualquer momento, nao resultando em nenhum problema.

O objetivo deste trabalho é identificar e analisar marcadores de prognostico,
descrevendo os principais mecanismos envolvidos, pela caracterizacédo dos pacientes com
doenca falciforme (SS e SC) na regido Sul da Bahia.

Os registros da participagdo do menor no estudo serdo mantidos em absoluto segredo, sendo
do conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o acompanha. As
amostras coletadas serdo identificadas por codigo, bem como os dados individuais dos exames
e testes, que serdo do conhecimento somente dos pesquisadores envolvidos na pesquisa. Desta
forma, a sua identidade serd mantida em segredo e nenhum outro grupo terd acesso as
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informacdes coletadas, tais como seguradoras, empregadores ou superiores, de acordo com a
resolucdo CNS 340/2004, item V.1.e.

A permissdo para que 0 menor participe deste estudo ndo implicard na retirada de sangue
adicional, de modo que serd utilizada uma quantidade da mesma amostra coletada para a
realizacdo dos exames solicitados pelo médico. Também consultamos se vocé quiser,
concordar que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos no
futuro, desde que estes estudos adicionais sejam analisados pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos e sigam o0s aspectos eticos determinados nas resolucdes vigentes do
Conselho Nacional de Saude. Informo que é opcional ao participante autorizar a manutencdo
de sua amostra para estudos futuros, ficando garantido ter conhecimento do uso especifico, no
qual, o estudo futuro podera fazer uso da amostra.

Eu concordo na manutengdo da amostra para
utilizacdo em estudos futuros, conforme explicitado acima.

Comunicamos que serdo coletados 10 mL de sangue no braco com materiais novos, estéreis e
descartaveis, por Milena Magalhdes Aleluia, profissional habilitada e especializada. As
amostras para analise serdo retiradas das mesmas amostras coletadas, sem a necessidade de
outras coletas.

Neste estudo o menor é peca importante para o entendimento e compreensdo desta doenca.
Sua participacdo no estudo ndo trara beneficios neste momento, mas possibilitara a coleta de
dados que poderdo ser utilizados futuramente no acompanhamento de individuos que
apresentam a doenca e na cria¢do de medidas na saide que visem melhoria.

Caso tenha alguma divida vocé pode perguntar a Milena Magalhdes Aleluia, responsavel pela
pesquisa ou a Dra. Tereza Cardoso, médica responsavel pelo Centro de Referéncia de Anemia
Falciforme de Itabuna (CERDOFI).

Assinatura do responsavel
Data /[

RG:

Nome do responsavel (letra de forma)
Endereco

Nome Testemunha 1
RG:

Nome Testemunha
2
RG:
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Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores
esclarecimentos:

CEP/ CpqGM/FIOCRUZ - Comité de Etica em Pesquisa — Centro de Pesquisa Professor
Gongalo Moniz/FIOCRUZ — Tel:71 31762327, e-mail:cep@Dbahia.fiocruz.br

Dra. Marilda de Souza Gongalves — Coordenadora do projeto —Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz — FIOCRUZ
Tel: 71-3176-=2226

Dra. Teresa Cristina Cardoso Fonseca - Medica — Centro de Referéncia em Doencas
Falciformes de Itabuna
Tel: 73-32148218

Dr. Bruno Cerqueira- Centro de Biologia e Biotecnologia (CBG) e Laboratério de
Farmacogenomica e Epidemiologia Molecular (LAFEM) da Universidade Estadual de Santa
Cruz.

Milena Magalhées Aleluia — Biomédica responsavel pelo desenvolvimento do projeto
noCPqGM — FIOCRUZ e na FAC-FAR-UFBA. Tel : 3176-2226 e no Laboratorio LAFEM —
UESC, tel: 88674995/99642309—
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APENDICE C: Termo de Assentimento Informado

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO PARA MENOR DE 18 ANOS

O assentimento informado para a crianga/adolescente ndo substitui a necessidade de
consentimento informado dos pais ou guardids. O assentimento assinado pela crianca
demonstra a sua cooperagdo na pesquisa.

Assentimento informado para

Este formulério de assentimento informado € para criancas/adolescentes entre as idades de 12
a 17 anos que comparecerdo ao Centro de Anemia Falciforme de Itabuna e que estamos
convidando a participar da pesquisa: “Caracterizacdo Molecular e Andlise Fenotipica de
Marcadores de Prognostico em Individuos com Doenca Falciforme da Regido Sul da
Bahia”.

Introducéo

Meu nome € Milena Magalhdes Aleluia e 0 meu trabalho consiste em estudar pessoas com
doenca falciforme. Esta doenga acontece por uma mudanca na forma das células vermelhas
que ficam endurecidas, ocorrendo entupimento de veias que participam junto com as células
vermelhas das crises de dor, podendo contribuir com a ocorréncia de problemas no coracéo,
nos olhos, nervos e pulmdes. E importante realizar estudos que possam ajudar a entender
melhor esta doenga e também colaborar para a descoberta de um novo tratamento. Os
resultados obtidos nesta pesquisa dardo conhecimentos que poderdo ser usados na pesquisa de
novas formas de tratamento. Pode haver algumas palavras que nao entenda ou coisas que vVOcé
quer que eu explique mais detalhadamente porque vocé ficou mais interessado ou preocupado.
Por favor, peca que pare a qualquer momento e eu explicarei.

Objetivos

Identificar e analisar possiveis situagfes que ajudem no tratamento antes que o sintoma
apareca, dizendo as principais formas envolvidas, pela caracterizacdo dos individuos com
doenca falciforme (SS e SC) na regido Sul da Bahia.

Escolha dos participantes

Estamos realizando esta pesquisa com vocé para entender sobre situacbes que podem
acontecer com esta doenca. Por isso precisamos avaliar tudo da doenca falciforme desde o seu
inicio, que compreende em criangas/adolescentes que sdo da sua idade, entre 12 e 17 anos de
idade, visto que os sintomas provavelmente acabaram de surgir ou ainda néo apareceram e,
achamos que sua participacao nesta pesquisa pode nos ajudar a esclarecer melhor isso.

Voluntariedade de Participagdo
Vocé ndo precisa participar desta pesquisa se ndo quiser. E vocé quem decide. Se decidir ndo
participar da pesquisa, € seu direito e nada mudara no seu tratamento de satde. Mesmo assim,
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este servigo de salde estara disponivel para vocé. Até mesmo se disser "sim" agora, podera
mudar de ideia depois, sem nenhum problema.

Procedimentos

Serdo coletados 2 colheres de sopa de sangue no brago com materiais novos, limpos e
seguros, por pessoal treinado. As amostras para analise mais completa serdo retiradas das
mesmas amostras coletadas, sem a necessidade de novas coletas. VVocé pode me pedir que eu
explique a qualquer momento mais informacgfes sobre como sera a coleta. Vou fazer umas
perguntas sobre o que vocé sente e a doenca e tudo o que me disser vou anotar no seu
questionario e depois vou colocar no computador, mas ndo preocupe que tudo ficard em
segredo.

Riscos

Quanto ha possiveis riscos, a equipe de pesquisa minimizara, uma vez gque as amostras serao
coletadas para as andlises de rotina e por pessoal treinado, sem a ocorréncia de danos aos
pacientes, utilizando-se tubos novos para coleta de sangue. Vocé tera direito aos resultados
dos exames realizados com o sangue que foi colhido.

Desconfortos
H& algumas outras coisas que eu gostaria que vocé soubesse. A coleta de sangue podera doer
por alguns segundos, devido a picada da agulha, mas logo depois de ter sido colhido o sangue
no seu braco, vocé ndo sentira nenhuma dor. Se sentir mais alguma coisa, fale sobre isso com
seus pais ou comigo. Eu conferi se a crianga/adolescente entendeu os riscos e desconfortos da
pesquisa:

SIM NAO.

Beneficios

Neste estudo vocé é peca importante para o entendimento e compreensao desta doenca. Sua
participacdo no estudo ndo trara beneficios neste momento, mas possibilitara a coleta de
dados que poderdo ser utilizados futuramente no acompanhamento de individuos que
apresentam a doenca e na criacdo de medidas na saude que visem melhoria.

Confidencialidade

N&o falaremos para outras pessoas que vVOcé estd nesta pesquisa e também ndo vamos dar
informacdo sobre vocé para qualquer um que ndo trabalha na pesquisa. Depois que a pesquisa
acabar, os resultados serdo informados para vocé e para seus pais. As informac6es sobre vocé
serdo coletadas na pesquisa e ninguém, exceto os investigadores poderdo ter acesso a elas.
Qualquer informacdo sobre vocé tera um numero ao invés de seu nome. SO os investigadores
saberdo qual é o seu nimero e manteremos em sigilo (segredo). Ela sé sera compartilhada
com quem tem permissao de acesso a informacao, tais como: pesquisadores e 0 seu médico.

Direito de recusa ou retirada do assentimento informado

Vocé ndo tem que estar nesta pesquisa. Ninguém estara furioso ou desapontado com vocé se
vocé disser ndo, a escolha é sua. VVocé pode pensar nisto e falar depois se vocé quiser. Vocé
pode dizer "sim™ agora e mudar de ideia depois, tudo continuara bem.
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Contato

Vocé pode me perguntar agora ou depois fazer as perguntas para a medica, Dra. Teresa
Cristina. Eu escrevi um numero de telefone e endereco onde vocé pode nos localizar ou, se
Voceé estiver por perto, vocé poderd vir e nos ver. Se vocé quiser falar com outra pessoa tal
como o seu professor ou doutor ou tia, ndo tem problema.

CEP/ CpgGM/FIOCRUZ - Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — Centro de
Pesquisa  Professor ~ Gongalo  Moniz/FIOCRUZ -  Tel:71 31762327, e-
mail:cep@babhia.fiocruz.br

Dra. Marilda de Souza Gongalves — Coordenadora do projeto —Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz - FIOCRUZ
Tel: 71-3176-=2226

Dra. Teresa Cristina Cardoso Fonseca - Médica — Centro de Referéncia em Doencas
Falciformes de Itabuna
Tel: 73-32148218

Dr. Bruno Cerqueira- Centro de Biologia e Biotecnologia (CBG) e Laboratorio de
Farmacogenomica e Epidemiologia Molecular (LAFEM) da Universidade Estadual de Santa
Cruz.

Milena Magalhdes Aleluia — Biomédica responsavel pelo desenvolvimento do projeto no
CPgGM - FIOCRUZ e na FAC-FAR-UFBA. Tel : 3176-2226 e no Laboratorio LAFEM —
UESC, tel: 73 88674995/73 99642309/71 91925104

Certificado do Assentimento

Eu entendi que a pesquisa é sobre marcadores de prognéstico para doenca falciforme e que
através da minha participacdo eu poderei contribuir para um melhor prognéstico desta doenca.
Eu entendi que eu darei uma amostra de sangue através de uma picada no braco para

realizacéo dos testes.

Assinatura da crianga/adolescente:

Ass. Pesquisador:

Dia/més/ano:
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APENDICE D: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Paciente

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA VOLUNTARIOS COM 18 ANOS OU MAIS ANOS COMPLETOS

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa realizado no Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ - BA, cujo titulo esta especificado a seguir:

“Caracterizacdo Molecular e Andlise Fenotipica dos Marcadores de Prognostico em
Portadores de Doenca Falciforme na Regido Sul da Bahia”.

A doenca falciforme é uma doenca genética bastante conhecida da populacdo da Regido Sul
da Bahia, sendo que a pessoa com esta doenca tem crise de dor, devido ao entupimento das
veias pelas células vermelhas que possuem o formato de foice ou meia-lua, podendo também
ter infecces e alteragGes clinicas nos olhos, rins, coragdo, pulméo e cérebro.

Nessa pesquisa serdo investigadas pessoas com doenca falciforme, alteracdo que muda a
forma das células vermelhas que ficam duras, facilitando o entupimento de veias e,
juntamente com as células brancas participam das crises de dor e, podem contribuir para a
ocorréncia de derrame, problemas no coracdo, nos olhos, nervos e pulmdes. Por isso, é
importante realizar estudos que possam ajudar a entender melhor esta doenca e também ajudar
para a criagdo de um novo tipo de tratamento. O sangue coletado sera destinado ao estudo das
células e algumas substancias que ajudam na caracterizacdo da doenca falciforme, além das
respostas fornecidas ao questionario, no qual vocé serd submetido, que fornecerdo bases para
melhor prognodstico dos pacientes. Os resultados obtidos nesta pesquisa poderdo
posteriormente servir para planejamentos futuros na fabricacdo de remédios novos e
desenvolvimento de tratamentos.

A sua participacdo é totalmente voluntaria e a sua permissao para participar do estudo pode
ser retirada a qualquer momento, ndo resultando em nenhum problema.

O objetivo deste trabalho é identificar e analisar marcadores de prognostico,
descrevendo os principais mecanismos envolvidos, pela caracteriza¢éo dos pacientes com
doenca falciforme (SS e SC) na regido Sul da Bahia.

Os registros da participacdo do voluntario no estudo serdo mantidos em absoluto segredo,
sendo do conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o
acompanha. As amostras coletadas serdo identificadas por cddigo, bem como os dados
individuais dos exames e testes, que serdo do conhecimento somente dos pesquisadores
envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua identidade sera mantida em segredo e nenhum
outro grupo tera acesso as informacdes coletadas, tais como seguradoras, empregadores ou
superiores, de acordo com a resolugdo CNS 340/2004, item V.1.e.

A permissdo para que vocé participe deste estudo ndo implicara na retirada de sangue
adicional, de modo que sera utilizada uma quantidade da mesma amostra coletada para a
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realizacdo dos exames solicitados pelo meédico. Também desejamos que vocé concorde que as
amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos no futuro, desde que
estes estudos adicionais sejam analisados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos e sigam o0s aspectos éticos determinados nas resolugbes vigentes do Conselho
Nacional de Saude. Informo que é opcional ao participante autorizar a manutencdo de sua
amostra para estudos futuros, ficando garantido ter conhecimento do uso especifico, no qual,
o0 estudo futuro podera fazer uso da amostra.

Eu concordo na manutengdo da amostra para
utilizacdo em estudos futuros, conforme explicitado acima.

Comunicamos que serdo coletados 10 mL de sangue no braco com materiais novos, estéreis e
descartaveis, por Milena Magalhdes Aleluia, profissional habilitada e especializada. As
amostras para analise molecular serdo retiradas das mesmas amostras coletadas, sem a
necessidade de outras coletas.

Neste estudo vocé € peca importante para o entendimento e compreensdo desta doenca. Sua
participacdo no estudo ndo trard beneficios neste momento, mas possibilitara a coleta de
dados que poderdo ser utilizados futuramente no acompanhamento de individuos que
apresentam a doenca e na criacdo de medidas na salde que visem melhoria.

Caso tenha alguma ddvida vocé pode perguntar a Milena Magalhdes Aleluia, responsavel pela
pesquisa ou a Dra. Tereza Cardoso, médica responsavel pelo Centro de Referéncia de Anemia
Falciforme de Itabuna (CERDOFI).

Assinatura do voluntario
Data /[

RG:

Nome do voluntério (letra de forma)
Endereco

Nome Testemunha 1
RG:

Nome Testemunha
2
RG:
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Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores
esclarecimentos:

CEP/ CpqGM/FIOCRUZ - Comité de Etica em Pesquisa — Centro de Pesquisa Professor
Gongalo Moniz/FIOCRUZ — Tel:71 3176-2327, e-mail:cep@bahia.fiocruz.br

Dra. Marilda de Souza Gongalves — Coordenadora do projeto —Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz - FIOCRUZ
Tel: 71-3176-=2226

Dra. Teresa Cristina Cardoso Fonseca - Médica — Centro de Referéncia em Doencas
Falciformes de Itabuna
Tel: 73-32148218

Dr. Bruno Cerqueira- Centro de Biologia e Biotecnologia (CBG) e Laboratorio de
Farmacogenomica e Epidemiologia Molecular (LAFEM) da Universidade Estadual de Santa
Cruz.

Milena Magalhaes Aleluia — Biomédica responsavel pelo desenvolvimento do projeto no
CPgGM - FIOCRUZ e na FAC-FAR-UFBA. Tel : 3176-2226 e no Laboratério LAFEM —
UESC, tel: 88674995/99642309—
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APENDICE E: Questionario Epidemioldgico para Paciente ou Responsavel Legal

éi:ﬂ:ﬁ

Caracterizagio Molecular ¢ Anilise Fenotipica de Marcadores de Prognéstico em Portadores de Doenga m

{G?w Falciforme na Regiiio Sul da Bahia
UFBA FIOCRUZ
QUESTIONARIO PARA PACIENTES OU RESPONSAVEIS
Nome: Sigla: Telefone: ()
Endereco:
Registro: N° Pront. CERDOFT: DatadeNasc.: /[
Idade: Género: ( )} Masculino [0] { ) Feminino[1]
01. Qual a sua cor? () Branca[0] { ) MNegra[l] { ) Parda[2] () Amarela[3]
02. WVocé estuda? ( ) NAO[D] ( ) SIMI[1]
03. Nivel de escolanidade: ( } Analfb/FM1. ( ) finl.c/fim ( }y FM2Comp/ () MComp'S
Incomp.[0] 2.[1] M.Incomp[2] Incomp[3]
() 5.Comp [4]
04. Nimero de irmdos: ( ) or[0] () 1[1] () 2[2] () 3[3] ( ) 4ou+[4]
05. Familiares com DF? { ) Nenhum[0] ( ) Pai[l1] ( ) Mie[2] ( ) Inndo[3]
06. Idade do 1° diagndstico de Doenga ( ) =6ml[0] ( om - 4anos [1] ( )} 5-9anos[2]
Falciforme: ( ) 10- 14anos [3] ( 15 - 17anos [4]
07. Ji esteve internado? ( )} NAO[0] () SIM [1]
Se SIM. quantas vezes? { ) 1[0] () 2-5[1] ( ) 6-10[2] { ) 1lou+[3]
Qual especialidade? ( )} Cardiologia [0] ( )} Oftalmologia [1] ({ ) Newmologia [2]
( ) Infectologia [3] ( ) Pneumologia [4] ( ) Cinurgia[5]
( )} Angologa [G] ( } Nefrologia [7] { ) Clinuca da Dor [8]
( ) Outras[9]
08. Jd teve pneumonia? ( ) NAOI[0] ( ) SIM[1]
Se SIM. quantas vezes? { ) 1[0] [ 2-3[1] ] 4-6[2] () Tou+ [3]
Se SIM. teve febre? { ) NAOI[0] () SIMI[1]
09. Teve ou tem esplenomegalia? { ) NAOI[0] () SIMI[I1]
Em que periodo? ( J)=<6m[0]( )6m-lano[1]( I 2-3a[2]( )4-5a[3]( ) =6Ga[4]
Teve crise de seqiiestro esplénica? { ) NAOI[0] ( ) SIMI[1]
Se SIM. quantas vezes?
10.  Faz uso profildtico de Penicilina? { ) NAO[0] { ) SIMI[1]
Se SIM. qual? ( ) Penicilina V oral [0] { ) Penicilina benzatina [1]
Se Sim. hé quanto tempo? ( ) atél ano [0] { » +delanca3anos[1]
{ ) +3anosasanos [2] { ) +S5anosa7anos[3)
( ) +de7anos [4]
11. Jateve AVC? ( ) NAOJ[0] ( » SIMI[1]
Se SIM. gquantas vezes? ( » 1[0 C ) 2[1] ¢ 3021 ( ) 4dou+|[3]
Se SIM. seqiielas do AVC? ( ) NAOI[0] ( ) SIMI[I]
12.  Esplectomizado? ( ) NAo[o] € ) sm[1]
Esplenectomia: { ) Total [0] { ) Parcial[1]
13. Apresenta asma? { ) NAO[D] { ) SIMIJ[1]
Se SIM., quantas crises nos nltimos 06 meses? C )y o] () 1-3[1] { )y 47[2] () SBou+[3]
Faz uso regular de nebulizagiio? ( ) [0]NAO { ) SIMII]



14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.
21.

22,

23,

24,

25.
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Tem crises de dor? ( ) [0NAO () sSIM[1]
Se SIM. quantas crises nos tltimos 06 meses? () oo () () 4-7[2) { ) Sout+3]
Quando fod a Glima crise? { )} =<lmés[0] () () dmout+[2]
Usa medicagdio para a dor? ( ) NAO[0] () SIM[1]
Prescrita por um meédico? { )} NAOI[D] ( ) SIMI[1]
Assistido por especialista em dor? ( )} NAOI[U] () SIM[I]
Faz tratamento com hidroxinréia? ( ) NAOI0] { ) SIM[1]
Faz uso de alguma medicagio? { ) NAOI[O] () SIMII1]
Se SIM. qual?
Com que freqiéncia? { ) Didrio [0] () Diasalternados[1] () Semanal[2]
( )Quinzenal[3] ( ) Mensal [4] ( ) Bimestral[5] ( ) Semesiral [5]
Infecgdes: () NAO[0] ( ) SIMI[I]
Quais? { ) Rinite [0] () Sinusite[1] ( )} Orte[2]
( ) Faringite [3] ()} Amigdalite [4] { ) Outros[5]
Fez uso de alguma medicacio? { ) SIM[0] ( NAO[1]
Priapismo: () NAO[0] () sIMI[1]
N° de vezes: () A4[0] () 05-09[1] 10 ou +[2]
Fez uso de alguma medicagio? { ) NAO[0] () SIM[1]
Ulcera maleolar: { )} NAO[0] { ) SIMI[1] Quantas vezes?
Idade da primeira vilcera: () Até 4 anos [0] () 59[1] { ) loou+[2]
Tratou a Glcera? { ) NAOQ [0] () SIM[1]
Qual tratamento?
{ ) Meningo [2] Haemophilus [3]
WVaso-Ocusio: { ) NAO[0] { )y SIMI[1] Quantas vezes?
Retinopatia: ( ) WAOI[0D] SIM[1]
Alteracdes dsseas: ( ) NAO[0] ( )} SIMI1]
Alteragdes cardiacas: { YNAO[0] { ) SIMI[1]
( )}y NAO[O] SIM [1]
Litiase biliar: { ) NAOI(D] SIM[1]
Cirurgia: ( )} NWAOI[U] SIM[1]
Faz uso de hemoderivados? { ) NAOI[O] SIM[1]
5S¢ SIM. quantas vezes ao ano?
Possui outra patologia? {( ) NAOI[0] { ) SIM [1]
Quais? { ) Hipertensio [0] ( ) Diabetes[1] { ) Obesidade [2] ( ) Owtras [3]



