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RESUMO

Os individuos com anemia falciforme (AF) possuem perfil clinico heterogéneo em funcgéo de
fatores variados que contribuem para a modulacdo da doenca, como a concentracdo de
hemoglobina fetal (HbF), presenca de hapl6tipos (HAPLO) ligados ao grupo de genes da
globina beta S, talassemia alfa (TA) e mutacBes em genes especificos, como as localizadas
nos sitios hipersensiveis a acdo da DNAse | na regido controladora do l6cus da globina beta
(LCR). O objetivo do presente estudo foi identificar subfenotipos da anemia falciforme a
partir do estudo de marcadores biol6gicos associados aos seus portadores. As determinacgdes
hematoldgicas, bioguimicas e soroldgicas foram realizadas na Faculdade de Farmécia da
UFBA pelo uso de Kits diagnosticos e métodos automatizados. O padrdo de hemoglobina foi
analisado por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), os haplo por PCR-RFLP e a
TA por PCR. As sequéncias do HS-LCR foram amplificadas através da PCR e sequenciadas
no ABI Prism 3100 DNA Sequencer. As andlises estatisticas foram realizadas nos programas
EPI INFO versdo 6.04, SPSS versdo 18.0 e o Prism versdo 5.0. Os valores de p<0,05 foram
considerados significativos para as analises realizadas. O estudo foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisas do CPqGM-FIOCRUZ. Foram investigados 2223 individuos com AF, com
idade entre 1-50 anos e média de 20,86 (+11,06) anos, sendo 50,70% mulheres. Valores
significativos foram encontrados para os dados hematoldgicos e bioquimicos entre 0s sexos
para contagem global de linfocitos nos homens (6414,85 + 3940,70 x10%L) e mulheres
(5597,81 + 2744,24 x10°%/L), p= 0,003 e a contagem de reticul4citos entre os homens (7,01 +
4,66) e mulheres (7,74 + 5,89), p= 0,043; o colesterol de baixa densidade (LDL-c), a aspartato
e alanina aminotransferases, respectivamente com p= 0,009, p= 0,029, p= 0,038 para homens
e mulheres. Ao correlacionarmos eventos clinicos entre homens e mulheres, verificamos que a
STA possui razdo de prevaléncia de 1,89 para os homens (IC: 1,52-2,36, p <0,001) e de 1,59
(IC:1,06-2,39, p= 0,023) para a ocorréncia de hospitalizacbes nesse mesmo sexo. A
talassemia alfa foi realizada em 820 pacientes com 196 (23,90%) heterozigotos e 21 (2,6%)
homozigotos. O total de 1872 cromossomos beta S foram estudados, sendo que o0s mais
frequentes foram os haplétipos CAR/CAR (20,0%); Ben/Ben (25,8%) e CAR/Ben (44,2%). A
correlagdo entre TA e dados hematologicos demonstraram resultados significativos para
hemacias (Hm) (p= 0,004), volume corpuscular médio (VCM) (p= 0,015), hemoglobina
corpuscular média (HCM) (p= 0,006) e plaquetas (p= 0,016) e no perfil lipidico com
triglicerideos (p= 0,001). A consulta retrospectiva aos prontudrios de acompanhamento

ambulatorial de 1799 pacientes com AF demonstrou que 1368 pacientes (76.04%)



apresentaram pelo menos um evento vaso-oclusivo e 1475 (81.98%) tiveram pelo menos uma
internacdo. Destes 856 (47,6%) apresentaram crise algica; 1268 (70,5%) crises vaso-
oclusivas; 115 (6,4%) Sindrome torécica aguda (STA); 53 (2,9%) dor abdominal e 24 (1,3%)
dos 924 homens apresentaram priapismo. Novecentos e dezesseis (52,3%) pacientes
realizaram pelo menos uma transfusdo sanguinea nos dois uUltimos anos. O registro de
infeccdo foi frequente em 638 (43,5%) pacientes, sendo a pneumonia a causa mais frequente,
com 347 (23,6%) relatos. Cento e quinze (6,4%) pacientes foram acometidos por pelo menos
um evento de AVC e 111 (6,2%) por Ulcera maleolar. Quando estratificamos a idade para
menor de 21 anos, a ocorréncia de dactilite (sindrome mao) foi descrita em 3,5% (40) e de
sequestro esplénico em 14,3% (163) nos 1141 pacientes pediatricos. A associacao entre dados
hematoldgicos, bioguimicos e o histérico dos eventos clinicos demonstraram associacao nos
niveis de proteinas totais e histérico de alteracBes Osseas (p= 0.029); contagem global de
monacitos e colelitiase (p= 0,017); creatinina sérica e dactilite; bilirrubina direta e necrose
avascular (p= 0,022); dosagem da ALT e retinopatia (p= 0,010); contagem global de
eosinofilos e basofilos e sequestro hepatoesplénico (p=0,006 e p=0,033, respectivamente). As
analises multivariadas de regressao logistica binaria demonstraram que os eventos de AVC,
crises vaso-oclusivas e hospitalizagdes sdo cerca de duas vezes mais frequentes nos homens
com AF com associacdo dependente do sinergismo entre HAPLO e TA. Pacientes com
haplétipo CAR e portadores da talassemia alfa foram mais propensos & ocorréncia desses
eventos clinicos, enquanto o gendtipo Ben foi protetor. A presenca da talassemia alfa em
pacientes com hapl6tipo CAR influenciou o aumento de 2,3 vezes nos pacientes com
contagem de reticuldcitos acima de 5%. A auséncia da talassemia alfa influenciou de maneira
protetora para eventos de sequestro esplénico quando associadas a concentracdes de HbF
maiores que 6%. As analises para STA demonstraram que 0s genétipos HAPLO e TA com o
sexo sao fatores que influenciam diretamente para a ocorréncia deste evento. Para os eventos
de Ulcera maleolar, verificamos que a concentracdo da HbF é um fator de risco importante,
influenciando na frequéncia entre os sexos a depender da presenca ou ndo da TA, HAPLO e a
contagem de reticulécitos. Do total de 1379 pacientes com AF, 52% (717) receberam pelo
menos uma transfusdo sanguinea nos ultimos dois anos. Ao investigarmos a soroprevaléncia
em nosso grupo de pacientes com AF, encontramos 267 (19.4%) pacientes positivos. Se
analisarmos que a soroprevaléncia positiva ocorreu devido ao uso de transfusdes sanguineas e
que apenas 717 (52,5%) dos pacientes com AF receberam transfusdo, entdo este percentual
elevaria a prevaléncia para 37,23%. As soroprevaléncias positivas encontradas em nosso
estudo em ordem de frequéncia foram VHC, HTLV-I/1l, VHB, doenca de Chagas e sifilis. O



total de 164 pacientes com AF foi estudado para cada sitio HS-LCR (HS2 a 4). O
sequenciamento génico demonstrou a presenca de polimorfismos j& anteriormente descritos e
localizados no sitio HS2-LCR, sendo 0 -10951 T>G, -10920 T>G, -10905 A>G, -10725 G>A,
-10623_10570del (AT) e -10390 A>T. Tendo como base 0s nossos resultados, concluimos
que a realizacdo do presente estudo e principalmente com a casuistica composta por um N
amostral elevado, contribuiu para confirmar a importancia do estabelecimento de fatores de

prognostico na AF, além de contribuir para o estabelecimento de subfendtipos da doenca.



ABSTRAT

Sickle cell anemia (SCA) patients have clinical profile exceptionally heterogeneous. A
number of prognostic factors for the occurrence of unfavorable outcomes and serious
conditions from SCA have been described that are frequently associated with the levels of
fetal hemoglobin (HbF); beta S-globin gene cluster haplotypes (HAPLO), alpha thalassemia 2
37K (AT) and polymorphisms in the sequences located at sites hypersensitive to DNase |
action in the control region of beta globin locus (LCR-HS1-5). The aim of this study was to
identify subphenotypes of SCA patients by biological markers associated with their carriers.
Hematological, biochemical and serological data were analyzed in the College of Pharmacy-
UFBA by diagnostic kits and automated machines. The hemoglobin profile was analyzed by
high performance liquid chromatography (HPLC), the haplo by PCR-RFLP and AT by PCR.
The LCR sequences were amplified by PCR and its products were analyzed using the ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer. Statistical data analysis was performed using Epi Info
(version 6.04), SPSS (version 18.0) and Prism (version 5.0) software’s. A P value of <0.05
was considered significant. The study was approved of research ethics committee from
CPgGM-FIOCRUZ. A total of 2223 SCA patients were studied with 50.70% female. The
mean age of patient was 20.86+11.06 years. Significant differences were found between
genders to hematological and biochemical profile: lymphocyte count male (6414.85+ 3940.70
x10°%/L) and female (5597.81+2744.24 x10°%/L), p=0.003, reticulocyte count male (7.01 + 4.66
%) and female (7.74+5.89 %), p=0.043, low-density lipoprotein (LDL), aspartate (AST) and
alanine (ALT) aminotransferase, p=0.009, p=0.029, p=0.038 to male and female,
respectively. Significant difference between male and female clinical was found. Male-to-
female ratio was 1.9:1 (p=0<001) to acute chest syndrome and 1.6:1 (p=0,023) to
hospitalizations. A total of 820 SCA patients were genotyped to AT with 19.9% heterozygous
and 2.6% homozygous. A total of 1872 beta S chromosomes were studied and the mostly
frequent haplotypes were the CAR/CAR (20.0%), Ben/Ben (25.8%) and CAR/Ben (44.2%).
Statistical significant results were found when AT was associated with red blood cell - RBC
(p=0.004), mean corpuscular volume —-MCV (p=0.015), mean corpuscular hemoglobin -
HCM (p=0.006) and platelets count (p=0.016) and triglycerides (p=0.001). A retrospective
review of hospital records of outpatient follow-up in 1799 SCA patients showed that 1368
(76.04%) had at least a vaso-occlusive crisis (VOC) and 1475 (81.98%) had at least one
hospitalization (HO). Of these 856 (47.6%) had painful crises (PFC); 1268 (70.5%) VOC; 115
(6.4%) acute chest syndrome (STA), 53 (2.9%) abdominal pain (AP) and 24 (1.3%) of 924



male had priapism. Nine hundred and sixteen (52.3%) patients had at least one blood
transfusion in the last two years. The infection occurs in 638 (43.5%) of SCA patients, with
the most frequent cause was pneumonia, with 23.6% reports. One hundred and fifteen (6.4%)
patients were affected by at least one event of stroke and 111 (6.2%) leg ulcer (LU). When we
stratified for age under 21, the occurrence of dactylitis was described in 3.5% and splenic
sequestration in 14.3% the 1141 total pediatric patients.

The association between hematological and biochemical parameters with clinical events
demonstrated association in the levels of total protein and history of bone changes (p =
0.029); global count of monocytes and cholelithiasis (p = 0.017), serum creatinine and
dactylitis, and direct bilirubin avascular necrosis (p = 0.022); determination of ALT and
retinopathy (p = 0.010); global count of eosinophils and basophils and hepatosplenic
sequestration (p = 0.006 and p = 0.033, respectively). Multivariate analysis by binary logistic
regression showed that the events of stroke vaso-occlusive crises and hospitalizations are
approximately twice as frequent in male with AF association between haplo-dependent
synergism and TA. Patients with CAR haplotype and alpha thalassemia carriers were more
prone to occurrence of clinical events, while Ben genotype was protective. The presence of
thalassemia in patients with CAR haplotype influenced the increase of 2.3 times in patients
with reticulocyte count above 5%. The absence of thalassemia as a protective influence for
events associated with splenic sequestration when HbF concentrations greater than 6%.
Analyses for STA showed that the genotypes and haplo TA with sex are factors that directly
influence the occurrence of this event. For event malleolar ulcer, we found that the
concentration of HbF is an important risk factor influencing the frequency between the sexes
depending on the presence or absence of TA, haplo and reticulocyte count. A total of 1379
SCA patients were studied between 1995 and 2009: 188 (13.6%) had hepatitis C Virus
(HCV), 67 (4.9%) had Human_T-lymphotropic_virus (HTLV-1), 44 (3.2%) had hepatitis B
virus (HBV), 40 had (2.9%) Chagas’ disease, 11 (0.8%) had Human immunodeficiency virus
(HIV) and 4 (0.3%) had syphilis. Patients with HCV-positive serology had a higher risk for
hospitalisations (OR=1.50, 95% IC: 1.03 -2.20, p=0.033), bone disorders (OR=2.05, 95% ClI:
1.04-3.97, p=0.034), stroke (OR=2.01, 95% CI: 1.13-3.56, p=0.014), pain crisis (OR= 1.47,
95% CI: 1.05-2.05, p=0.022) and leg ulcers (OR= 1.89, 95% CI: 1.10-3.21, p=0.017). Patients
with HTLV-I infection had a high risk for bone disorders (OR= 2.79, 95% CI: 1.10-6.78,
p=0.022), respiratory failure (OR= 2.66, 95% CI: 1.26-5.51, p= 0.012) and leg ulcers
(OR=3.67, 95% CI: 1.85-7.19, p<0.001). SCA patients with HCV had increased triglycerides
and LDL-C (p= 0.036; p=0.027), iron serum (p=0.016), and ferritin (p=0.007). The gene



sequencing showed the presence of polymorphisms previously described and located on the
site HS2-LCR, and the -10 951 T> G, -10,920 T> G, -10,905 A> G, -10,725 G> A,-
10623 _10570del (AT) and -10 390 A> T. These infections results reveal an important role of
these infections in SCA patients’ clinical outcome, and studies are warranted to determine the
mechanisms utilised by these agents. Based on our results, we concluded that the study design
and mainly with the sample comprised a large sample size N, has helped to confirm the
importance of establishing prognostic factors in the AF, and contribute to the establishment of

the disease subphenotypes.
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1.  INTRODUCAO

A hemoglobina S é decorrente da mutacdo pontual (GAG>GTG) no sexto codon do gene da
globina beta, com substituicdo do acido glutdmico por valina na sexta posicdo da cadeia
polipeptidica beta (GONCALVES et al., 2003; STEINBERG, 2001). Esta mudanca permite a HbS
polimerizar em tensOes baixas de oxigénio em um fendmeno denominado de falcizagdo
(MARZOUKI & KHOJA, 2005). A falcizagdo modifica a estrutura do eritrocito tornando-o mais
aderente a parede vascular da microcirculacdo, caracterizando o principal evento clinico nestes
individuos (BALLAS & MOHANDAS, 1996). A Anemia Falciforme (AF) é uma heranca
autossOmica recessiva caracterizada pela homozigose da HbS (SS), sendo que a quantidade elevada
desta hemoglobina variante diminui a vida média eritrocitéaria, proporcionando a obstrugédo de vasos
sanguineos de calibre pequeno e médio, com formacdo de trombos e infarto teciduais, que podem
ser acompanhados por fibrose e calcificacdo (WANG & LUKENS, 1998).

Os individuos heterozigotos para a hemoglobina S (AS) tém hemécias com aproximadamente
20 a 45% de hemoglobina variante e sdo hematologicamente normais e assintoméaticos com
expectativa de vida semelhante a da populacdo geral. A associacdo da hemoglobina S com outras
hemoglobinas variantes como as hemoglobinas C, D, E ou hemoglobinopatia de sintese, compde as
denominadas doencas falciformes (WEATHERALL & PROVAN, 2000; ANVISA, 2001, NIH,
2002). Entretanto, a AF é a que apresenta a forma clinica mais grave quando comparada a outras

doencas falciformes, como as hemoglobinopatias SC e Sp talassemia.

1-1 EPIDEMIOLOGIA DA HEMOGLOBINA S

A hemoglobina S possui frequéncia elevada na Africa, principalmente na regido Centro-
Ocidental, Atlantico-Ocidental e Sul. O gene Beta S apresenta frequéncia entre 0,12 a 0,14 no
Congo e Zaire e de 0,08 a 0,10 no Senegal. A hemoglobina S também €é encontrada em paises do
Mediterraneo, incluindo a Italia e Grécia, bem como na Arabia Saudita, Kuait e India. Nos Estados
Unidos da América, aproximadamente 8% da populagdo negroide € portadora da HbS, estimando-se
0 nascimento de 1/625 criangas com AF nos Estados Unidos (WANG & LUKENS, 1998).

A dispersdo dos genes para as hemoglobinas variantes no Brasil estd intimamente

relacionada & formacgdo étnica da populacdo brasileira, envolvendo o processo de colonizagdo.
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Posteriormente, pelas necessidades de povoamento, varios povos de diferentes etnias imigraram

para o Brasil. Portanto, a populacdo apresenta diversidade nas origens raciais, com grau de
miscigenacdo variado, fato que certamente influenciou a prevaléncia de hemoglobinas variantes nas
diversas regides do Brasil (ZAGO et al.,, 1983; NAOUM et al., 1987, SILVA et al., 1993,
BEIGUELMAN, 1995; ORLANDO et al., 2000).

O gene beta S apresenta distribuicdo heterogénea entre os diferentes estados brasileiros,
variando de acordo com a regido estudada. RAMALHO (1986) descreveu a frequéncia de 6,6%
para os heterozigotos AS na populacdo negroide do estado de S&o Paulo (Sudeste do Brasil);
BRANDELISE e col. (2004) descreveram a incidéncia de 0,02% para as doencas falciformes HBSS
e HBSC durante o programa de triagem neonatal realizado em Campinas, que envolveu 281.884
recém-nascidos.

Em Porto Alegre, regido Sul do Brasil, DAUDT e col. (2002) encontraram 1,2% do gene S
entre recém-nascidos; em Caxias do Sul, foi descrita a frequéncia de 0,09% para os heterozigotos
AS entre doadores de sangue com descendéncia italiana (LISOT & SILLA, 2004). No estado de
Minas Gerais, 0 programa de triagem neonatal detectou um caso de doenca falciforme para cada
1591 nascimentos (SERJEANT, 2000).

Na regido Nordeste, BANDEIRA e col. (1999) descreveram a frequéncia de 5,1% para 0s
heterozigotos AS e a prevaléncia de 0,2% para a doenca falciforme no estado de Pernambuco. Em
Natal, Rio Grande do Norte, ARAUJO e col. (2004) encontraram 1,5% de recém-nascidos
heterozigotos AS e a incidéncia de 0,05% portadores da AF. O estado da Bahia apresenta a maior
frequéncia brasileira para a HbS com 7,4% para o genétipo AS como descrito em estudo realizado
em 1.200 criancas em idade escolar (AZEVEDO et al., 1980), com variacdo associada ao grupo
populacional estudado; ADORNO e col. (2005) descreveram a frequéncia de 9,8% para 0s
heterozigotos AS; 0,9% para os heterozigotos duplos SC e de 0,2% para os individuos com AF ao
estudarem recém-nascidos de uma maternidade publica da cidade de Salvador-BA. SILVA e col.
(2006) encontraram na triagem neonatal realizada pela APAE (Associacdo de Pais e Amigos de
Excepcionais), uma crianga com AF a cada 600 nascimentos, sendo a Bahia o estado que apresenta

a maior incidéncia brasileira.



28
1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DA ANEMIA FALCIFORME

Os portadores da AF possuem quadro clinico heterogéneo, com retardo no crescimento e
desenvolvimento, além de alteragdes em diversos 6rgédos, que sdo decorrentes da hemdlise continua
e dos fendbmenos de vaso-oclusdo apresentados durante o curso da doenca (BUNN & FORGET,
1986; WEATHERALL & PROVAN, 2000; STEINBERG, 2009).

Vérios fatores contribuem para a diversidade fenotipica da AF, como o0s niveis de
hemoglobina fetal (KOTILA et al., 2000; ADEKILE et al., 2002), os diferentes haplotipos ligados
ao grupo de genes da globina beta S (EL-HAZMI et al., 1999; CUELLAR-AMBROSI et al., 2000),
a presenca da talassemia alfa (MOHANTY & MUKHERIJEE, 2002), os fatores nutricionais
(concentracBes séricas de acido fdlico e vitamina B12) e ambientais (variacbes na temperatura
atmosférica) (BARDEN et al., 2002; LYRA et al.,, 2005) e a associacdo com mutacdes ou
polimorfismos em outros genes como o da enzima metilenotetrahidrofolato redutase, fator V de
Leiden e protrombina (JAKUBIK & THOMPSON, 2000; WEST et al., 2002).

A importancia da vaso-oclusdo na fisiopatologia da AF tem sido amplamente discutida
(MOUSA & QARI, 2010). As manifestacdes vaso-oclusivas e dolorosas constituem os principais
eventos clinicos da doenca, sendo decorrentes da oclusdo microvascular em um ou mais tecidos,
promovendo dor e inflamacdo local. Algumas evidéncias tém demonstrado a natureza multifatorial
e heterocelular da vaso-oclusdo. A causa multifatorial é dependente principalmente da taxa de
polimerizacdo da hemoglobina S nas hemacias durante o trénsito pelo sistema microvascular,
adesdo das células sanguineas, desidratacdo eritrocitaria, e desregulacdo vasomotora (MOUSA ET
AL., 2010).

Embora conceitualmente simples, os mecanismos conducentes a vaso-oclusdo na anemia
falciforme sdo complexos e ainda ndo completamente conhecidos. Habitualmente, esse fendmeno
ocorre na microcirculacdo; no entanto, mesmo artérias grandes, principalmente em pulmdes e
cérebro, podem ser afetadas (STUART & NAGEL, 2004). Este fenbmeno inclui elementos das
hemacias falciformes, reticulécitos, das células endoteliais, das plaquetas e dos leucocitos (COSTA
In: ZAGO et al., 2004; CONRAN et al., 2007).

As interacfes moleculares responsaveis pela adesdo das hemacias falcizadas ao endotélio
também incluem as moléculas de adesdo intercelular presentes na membrana dos reticuldcitos, que

sdo capazes de se ligar a fibronectina e a molécula de adesdo vascular I (VCAM-1) na superficie
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das celulas endoteliais. Além disso, tanto as células endoteliais como uma populagdo de

reticuldcitos expressam CD36, que tem a propriedade de se ligar a trombospondina secretada pelas
plaquetas ativadas. Este conjunto de mecanismos perturba a funcdo normal do endotélio, rompendo
0 equilibrio entre vasodilatagdo e vasoconstriccdo (COSTA In: ZAGO et al., 2004; STUART &
NAGEL, 2004).

As crises vaso-oclusivas frequentemente estdo associadas a febre, e podem ou ndo ser
decorrentes de processos infecciosos. As infeccOes graves constituem a maior causa de
morbimortalidade em criangas com AF (BERGER et al., 2009). O Streptococcus pneumoniae é 0
patdgeno mais comumente envolvido em infec¢Ges e tem sido isolado em até 80% dos casos de
meningite entre as criangas com idade menor que cinco anos, sendo a incidéncia de bacteremia e
meningite 300 vezes maior que na populacdo geral (CHULAMOKHA et al., 2006; ROGOVIK et
al., 2010). Outros patdégenos tambeém estdo envolvidos nesses processos infecciosos, como
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Salmonella sp, Staphylococcus aureus e Shiguella sp;
Mycoplasma pneumoniae e infeccBes virais pelo parvovirus B19, virus C da hepatite, virus da
imunodeficiéncia humana (GERMAIN et al., 1999; CORCORAN & DOYLE, 2009; ODEY et al.,
2009; YUSUF et al., 2010).

Os eventos de dor aguda correspondem as manifestacdes clinicas mais comuns da AF, que
se apresenta de forma bastante heterogénea. Os episddios de dor e inchaco dos pés e das maos
(dactilite) sdo mais frequentes nos dois primeiros anos de vida. Apos este periodo, a interrupgédo do
fluxo sanguineo nas extremidades de o0ssos grandes e estruturas periarticulares levam ao
desenvolvimento de crises de dor, principalmente na tibia, Gmero e fémur (BALLAS, 2007
GELLER & O'CONNOR, 2008; SMITH et al., 2008).

As crises dolorosas constituem manifestacfes clinicas comuns na AF, sendo caracterizadas
como episddios dolorosos agudos ou crénicos (KOTILA, 2005; AL-HAGGAR, 2006). Evidéncias
para intervencdes com analgesia nas crises agudas sé@o limitadas, considerando que os resultados da
maioria dos estudos sdo subestimados, ndo havendo informagdes suficientes para comparagdes
interinstitucionais.

A crise de sequestro esplénico € mais frequente também nos dois primeiros anos de vida,
sempre acompanhada de reticulocitose, podendo acarretar em colapso circulatério que pode levar ao
6bito por anemia e choque hipovolémico (ARAUJO, 2009; REZENDE et al., 2009).
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A sindrome torécica aguda (STA) é uma causa frequente de mortalidade em adultos jovens,

com quadro caracterizado por febre, dor no peito, tosse, leucocitose e infiltrado pulmonar, sendo
associada a causas multifatoriais, incluindo infeccdo pulmonar, infarto, embolia pulmonar,
trombose localizada na microvasculatura, lesdo vascular e inflamagdo (OHENE-FREMPONG &
STEINBERG, 2001; STUART & NAGEL, 2004; PASHANKAR et al., 2008; MURTUZA et al.,
2009). A sindrome toracica aguda geralmente é descrita com o aparecimento de infiltrado pulmonar
novo no RX de torax, na presenca de febre ou sintomas respiratorios, cuja natureza € de dificil
diagndstico clinico (PLATT, 1998; VICHINSKY et al., 2000).

As Ulceras maleolares constituem os sitios mais comuns de ulceragdes na doenga falciforme e
outras anemias hemoliticas (SAWHNEY et al., 2002). As lesdes sdo, em sua maioria, de origem
traumatica, existindo variacdo do periodo de cicatrizacdo, que pode acontecer entre trés e seis meses
(SERJEANT et al., 2005). A Ulcera de perna possui prevaléncia elevada em adultos jovens, com
frequéncia de 5 a 10% (TRENT et al., 2004; POWARS et al., 2005). A fisiopatologia desta
manifestacdo clinica ndo estd completamente esclarecida, apesar da rigidez elevada das hemacias
contendo HbS estar associada a dificuldade de circulagdo sanguinea através dos capilares da derme
(LIONNET et al., 2008, HALABI-TAWIL et al., 2008).

A prevaléncia de Ulcera maleolar pode ser elevada em pacientes com AF, atingindo 43%
quando associada a deficiéncia vascular no mesmo membro (CLARE et al., 2002). POWARS e col.
(2005) demonstraram que condicdes clinicas como Ulcera de perna, osteonecrose e retinopatia sdo
indicadores de risco para a ocorréncia de lesdes em drgdos e 6bito precoce, havendo necessidade de
terapia preventiva de progressao das vasculopatias.

O priapismo, uma complicacdo que ocorre frequentemente em homens jovens, é decorrente
da interrupcdo do fluxo sanguineo nos corpos cavernoso e esponjoso devido a presenca de hemacias
falcizadas (OHENE-FREMPONG & STEINBERG, 2001; JESUS & DEKERMACHER, 2009). A
falha na detumescéncia pode ser devida a numerosos fatores: vasooclusdo no fluxo de saida do
sangue, liberagdo excessiva de neurotransmissores, relaxamento prolongado do musculo liso ou

ainda a combinacdo destes episddios. Acredita-se que estes possam estar associados a desidratacao
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e hipoventilacdo, condi¢bes que causam acidose metabdlica, levando ao aumento da rigidez do

eritrocito e consequentemente a falcizacdo. Os efeitos da eritroestase no endotélio vascular resultam
na reacdo inflamatoria e subsequente fibrose do trabéculo esponjoso (POWARS, 1990;
SHARPSTEEN et al., 1993).

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma complicacdo grave associada a mortalidade
elevada, principalmente em criancgas entre 2 e 5 anos de idade, com reducdo de sua incidéncia entre
10 e 19 anos (OHENE-FREMPONG & STEINBERG, 2001; STUART & NAGEL, 2004,
FRIEDMAN, 2009; ROSEFF, 2009; VERDUZCO & NATHAN, 2009). A monitoriza¢cdo com 0
dopller transcraniano possibilita a identificacdo de criancas propensas a desenvolver AVC,
prevenindo a ocorréncia da primeira crise e favorecendo a utilizagdo de politransfusdes sanguineas
como profilaxia (PRENGLER et al., 2002).

1-3 MARCADORES DE PROGNOSTICOS NA ANEMIA FALCIFORME

Apesar dos individuos com AF possuirem uma alteracdo genética comum, varios fatores séo
descritos por alterarem o quadro clinico da doenga, entre eles encontram-se variagdes nos niveis da
hemoglobina fetal (HbF), tipo de haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta, mutacdes
nas regides promotoras dos genes da globina gama (HBG1 e HBG2), presenca de variacBes nos
sitios hipersensiveis a DNase | (HS1-5) na regido controladora do locus da globina beta S (LCR) e
presenca de talassemia alfa (BUNN, 1994; CHANG et al., 1997; STEINBERG, 2001; BUZINA et
al., 2008).

1.3.1 AHEMOGLOBINA FETAL

A hemoglobina fetal inibe a polimerizagdo da HbS com formacé&o de um hibrido assimétrico
composto por cadeias polipeptidicas das duas hemoglobinas (a.2f3%y), sendo que o hibrido resultante
interage com os sitios envolvidos na estabilizacdo dos polimeros formados pela HbS desoxigenada
(STUART & NAGEL, 2004). No entanto, BHAUMIK (1994) demonstrou que os hibridos
HbS/HbF formados pelas cadeias HBG1 possuem estabilidade maior que os formados com a cadeia
HBG2. A presenca da alanina na posi¢do 136 da cadeia gama parece interferir na interacdo entre as

cadeias y e B°, diminuindo o efeito na prevencao da polimerizacdo da HbS.
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Os niveis elevados da HbF estdo comumente associados a diminuicdo da gravidade clinica,

reducdo das crises de dor, transfusdes e hospitalizacoes, além da diminuicdo da mortalidade entre
criancas e adultos com AF (ODENHEIMER et al., 1987; ENOSOLEASE et al., 2005).
Recentemente, tem havido um progresso significativo na utilizacdo de medicamentos que
aumentam a producdo de HbF, melhoram a hidratacdo do glébulo vermelho e elevam a
disponibilidade de déxido nitrico (NO) e que possuem efeitos anti-inflamatorios. Neste contexto,
diversas drogas citotoxicas, tais como hidroxiuréia, 5-azacitidina, fatores de crescimento
hematopoiético (eritropoetina) e acidos graxos de cadeia curta (butirato e derivados) tém sido
utilizadas no tratamento da AF, uma vez que podem estimular a sintese da HbF em decorréncia de
mecanismos diversos (STUART & NAGEL, 2004; ATAGA, 2009; THEIN et al., 2009; WARE &
AYGUN, 2009;).

1.3.2 HAPLOTIPOS LIGADOS AO GRUPO DE GENE BETA

A descoberta dos haplotipos do gene beta S foi considerada como elemento importante de
andlise antropoldgica para estudo das composi¢cdes populacionais, bem como elementos de estudo
clinico, os quais podem fornecer dados preditivos acerca da evolug¢do da doenca e de seu nivel de
gravidade (POWARS, 1991) (Figural).
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Figura 1A. Distribuicdo geografica dos haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S na
Africa e regides do Oriente Médio. 1B. Sequéncia de polimorfismos genéticos localizados no
cromossomo 11, com o padrao de clivagem para diferentes endonucleases de restricdo (Adaptado de

STUART & NAGEL, 2004).
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Os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta tém sido classificados em cinco

gendtipos diferentes, de acordo com a sua origem e area geografica onde predominam. O haplotipo
Benin (Ben) tem sido associado & Africa Ocidental; o Bantu ou Republica Centro Africana (CAR) a
Africa Oriental e Centro-Sul; o Senegal (Sen) a Africa Atlantico Ocidental; o Aréabia Saudita-india
(Saudi) a Peninsula Arabica Oriental e o0 Camardes (Cam) a costa ocidental africana (NAGEL,
1984; PAGNIER et al., 1984).

Estes haplétipos também estdo relacionados ao quadro clinico heterogéneo e niveis variados
de HbF. O haplotipo Sen tem sido associado a niveis elevados de HbF, geralmente superiores a
15%, com curso clinico menos grave; o Ben a niveis médios de HbF, entre 5 e 15%, com curso
clinico intermediario; o haplétipo CAR apresenta niveis diminuidos de HbF, geralmente menor que
5%, com quadro clinico mais grave. O haplétipo Saudi apresenta niveis elevados de HbF, porém
com curso clinico heterogéneo (NAGEL, 1984; POWARS, 1991; RAHGOZAR et al., 2000).

Estes haplotipos refletem variagdes polimorficas em elementos cis regulatérios, os quais
podem alterar a ligacdo de proteinas que ativam ou reprimem a transcri¢cdo génica, modificando o
balango reciproco entre a expressdo dos genes beta S e y. A variacdo em elementos cis pode ser
decorrente da presenca do polimorfismo -158 C> T no gene gama alanina (HBG1) que esta
associado a presenca do sitio para a enzima de restricdo Xmn I na regido 5 do gene (HBG1). Este
polimorfismo estd presente nos haplétipos Sen e Saudi, sendo fortemente relacionado a niveis
elevados de HbF e expressdo aumentada do gene HBG1, quando comparado ao gene gama glicina
(HBG2) (OFORI-ACQUACH et al., 1999; NAGEL & STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2001).
OFORI-ACQUAH e col. (2004) demonstraram a influéncia dominante de polimorfismos na regiéo
promotora dos genes y sobre a sintese da HbF em individuos com AF.

No Brasil, alguns estudos relacionados aos haplétipos ligados ao grupo de genes da globina
beta S ja foram realizados, sendo descritas caracteristicas bem peculiares na nossa populagéo, tais
como, um grupo de individuos portadores dos genétipos CAR/Ben e CAR/CAR com niveis
elevados de HbF e a presenca de haplotipos denominados atipicos, devido ao fato de ndo se
enquadrarem em nenhum dos tipos ja descritos, apresentando frequéncia de 8% (LANCLOS et al.,
1991; ZAGO et al., 1992; COSTA et al., 1994; GONCALVES, 1994; ADORNO et al., 2004;
LYRA et al., 2005). O quadro 1 sumariza a frequéncia dos hapl6tipos realizados em varios grupos

da populacéo brasileira.
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Quadro 1. Distribuicao (%) dos haplotipos ligados aos genes da globina beta em algumas regifes

(53,8)

brasileiras.
POPULAGED | coomosaomos | nossk) | NEGR | NSse
Ribi;@% ngég)(sp) 67 49 (731) | 17(254) | 01(15)
F%ioeﬁ 23'00 ((1%3)6) 170 96 (56.5) | 58 (341) | 0(0,0)
Daut (2002 49 30 (796 | 09(184) | 01(20)
G%i';’;?,g; ng(%)e,) 160 7748.1) | 73(45,6) | 02 (L3)
Savado 22(502 176 68(387) | 75 (42,5) 0
Sil;\//?:?zro(o%/;) 140 68 (48,0) | 68(48,0) | 1(0.7)
G;?Zr;?,'\fg%(ggga 34 14 (412) | 19(55,9) | 1(2,9)
G;?Zr;a,'\fg&(égga 68 45(66,2) | 15(220) | 0(00)
Cardo_sol??(jlgl?e(rl:ar':\i)ro (2006) 260 (367,22) 57(21,9) | 28(10,8)
R'OF?jqu?,”(ez'{)g?()RJ) 148 80 (54,0) | 66 (446) | 02 (L4)
Savado 22(50’3 250 ( jg,i) 138 (55.2) | 20 (8.0)
321;123255(@) Ak (4%22,31) 150(521) | 44
Média Brasileira 1810 Sl 745 (42,8) 60 (3,5)
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1.3.3 REGIAO CONTROLADORA DO LOCUS DA GLOBINA BETA

O complexo da globina beta (Figura 2) esté localizado no brago curto do cromossomo 11 e
inclui cinco genes funcionais denominados épsilon (¢), gama alanina (HBG1), gama glicina
(HBG2), delta (d) e beta (B), dispostos na ordem de ativacdo, incluindo também a presenca do
pseudogene beta (¢p) (WEATHERAL & CLEGG, 2001; XIANG-HUI, 2002).

A regido controladora do locus (LCR) da globina beta é uma regido fundamental a regulacao
do grupo de genes da globina beta, sendo composta por cinco sitios hipersensiveis a digestdo pela
DNase I, identificados por HS e numerados de um a cinco (TUAN et al., 1985; FORRESTER et al.,
1986; JACKSON et al.,1996). Estes sitios estdo localizados entre seis a 21 Kb na posigdo 5’
anterior ao gene épsilon (¢) (TARAMELLI et al., 1986; FORRESTER et al., 1990). A LCR é uma
regido regulatoria e algumas de suas propriedades sdo: 1) criar abertura na cromatina tornando-a
mais acessivel aos fatores de transcricdo de acdo trans (LANGDON & KAUFMAN, 1998); 2)
alterar a estrutura cromatinica e o padréo de replicagdo do DNA em sequéncias que se estendem por
aproximadamente 200 Kb ou mais (FORRESTER et al., 1990); 3) interagir entre cada gene da
globina. A LCR é exclusiva da familia de genes da globina beta e regula a sintese de cadeias de
acordo com o estagio do desenvolvimento humano e o tecido especifico (GARNER et al., 2002;
WYSZYNSKI et al., 2004).

A LCR possui desta forma, papel critico na expressdo da familia beta, exercendo atividades
de estimulacdo, inibicdo ou funcBes mais complexas, tais como a interacdo com fatores de
transcricdo e com a RNA polimerase (YANG & PACE, 2001; OFORI-ACQUAH et al., 2001;
STAMATOYANNOPOULOQOS, 2005).
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CROMOSSOMO 11

AGRUPAMENTO DO GENE DA BETA GLOBINA

s —00000—/—— HiI—lIHl—"
Gy Ay

Figura 2. Representacdo esquematica das familias génicas da globina beta, incluindo a LCR e o0s

genes funcionais (BANK, 2005, com modificacdes).

1.3.4 TALASSEMIA ALFA

As talassemias compreendem um grupo heterogéneo de alteraces hereditarias causadas por
mutacOes que afetam os genes reguladores alfa e promovem desequilibrio no contetido quantitativo
das globinas, que pode ser total ou parcial, e consequentemente a diminuicdo dos componentes
normais das hemoglobinas (WHO, 1989).

As talassemias ocorrem em frequéncia elevada no Mediterraneo, Africa, Oriente Médio,
India e sudoeste da Asia. Além da importancia médica, como o grupo mais comum de patologia
monogénica na populacdo mundial, proporcionam uma variedade de modelos de ocorréncia natural
para estudos de regulacdo da sintese das Hb, do seu desenvolvimento genético e da sua relacdo
antropologica (WEATHERALL, 1997; STEINBERG, 2009).

A combinacéo da talassemia alfa (TA) com outras cadeias beta variantes esta relacionada com
a diminuicdo da concentracéo relativa da hemoglobina variante (SONATI, 1990; LEE et al., 1992,
COUTO et al., 2003). A reducéo da sintese da cadeia da globina alfa resulta em modificaces nos

parametros hematolégicos, com diminuicdo do grau de hemolise e desidratacdo celular, alem de
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aumentar a relacdo entre o volume e a membrana celular das hemacias nos pacientes com AF

(SONATI, 1990; TAKEKOSHI et al., 1995).

A coexisténcia da TA com a AF, além de proporcionar sobrevida maior, também reduz a
ocorréncia de Ulceras cronicas na regido maleolar de membros inferiores. Contudo, com a
consequente reducdo da hemolise e aumento do hematocrito, pode haver elevacdo da viscosidade
sanguinea, sendo risco para as manifestacfes vaso-oclusivas (STEINBERG, 1995), elevando a
gravidade e a frequéncia de crises dolorosas e outras complica¢des clinicas, como necrose dssea e
retinopatias (SADELAIN et al., 1995; ADORNO et al., 2004; LYRA et al., 2005).

A figura 3 apresenta a representacdo esquematica da talassemia alfa e os diferentes

hapldtipos da globina beta e sua associa¢do com a diversidade fenotipica presente na AF.
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Figura 3. Descricdo do prognostico clinico associado aos pacientes com anemia falciforme na

presenca e auséncia de talassemia o (alfa) e dos diferentes hapldtipos ligados ao grupo de genes da

globina beta (Adaptado de POWARS, 1991).
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2. JUSTIFICATIVA

A anemia falciforme é caracterizada pela homozigose da HbS, decorrente da mutacéo
pontual no sexto cddon do gene da globina Beta (GAG>GTG). No entanto, os portadores da AF
apresentam perfil clinico bastante heterogéneo em funcao de fatores variados que contribuem para a
modulacdo da doenca (STEINBERG, 1995; YANG & PACE, 2001). A hemoglobina fetal € um dos
fatores moduladores do fenotipo da AF mais estudados, cujos niveis elevados tém sido associados
ao quadro clinico menos grave da doenca, com reducdo dos eventos de crises dolorosas, uso de
transfusdo sanguinea e de internacdes (ODENHEIMER et al., 1987; PLATT et al., 1991). Os efeitos
benéficos da HbF estdo baseados na reducdo proporcional da HbS no interior da hemacia e na
inibicdo do fenémeno de polimerizagdo (BOOKCHIN et al., 1977; STUART & NAGEL, 2004).

A diversidade fenotipica da AF também tem sido associada a presenca de haplétipos ligados
ao grupo de genes da globina beta S que podem estar relacionados ao quadro clinico heterogéneo da
doenca. Esses haplétipos tém sido correlacionados aos niveis de HbF e a origem geografica da
mutacdo (POWARS, 1991; NAGEL & STEINBERG, 2001). No Brasil, os haplétipos CAR e Ben
sdo os mais prevalentes, sendo descrita a frequéncia de 66,2% para 0 CAR e 23% para 0 Ben na
populacdo negroide do sudeste brasileiro (ZAGO et al., 1992) e de 66,7% para o haplotipo CAR e
30,0% para o Ben na regido Norte do pais (PANTE-DE-SOUZA, et al., 1998). COSTA e col.
(1994) estudaram os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S em individuos com AF
dos estados de Sdo Paulo e Bahia, demonstrando diferencas entre as duas regides, sendo que S&o
Paulo apresentou frequéncia elevada do haplotipo CAR, diferente do estado da Bahia, que
apresentou frequéncias similares para ambos; FIGUEIREDO e col. (1996) estudaram pacientes com
AF de S&@o Paulo e sugeriram que os individuos com o hapl6tipo CAR poderiam apresentar o
fendtipo mais grave da doenga.

Estudos desenvolvidos na populagédo da cidade do Salvador contribuiram para demonstrar a
necessidade da compreensdo da historia natural da AF no estado da Bahia, bem como a sua
caracterizagdo molecular. GONCALVES e col. (2003) ao estudarem 80 pacientes com AF
identificaram comportamento heterogéneo quanto a caracterizacdo molecular dos haplétipos ligados
ao grupo de genes da globina beta S e aos niveis de HbF. Neste estudo, os autores analisaram 0s
dados hematolégicos, o perfil de hemoglobinas e os hapl6tipos ligados ao grupo de genes da
globina beta S, identificando o total de 77 (48,1%) cromossomos com o hapl6tipo CAR; 73 (45,6%)
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com o Ben; um (0,63%) com o Sen e nove (5,63%) com haplétipo Atipico (Atp). Dezessete

(21,3%) pacientes apresentaram o genodtipo CAR/CAR; 17 (21,3%) o Ben/Ben; 37 (46,3%) o
CAR/Ben; um (1,25%) o Ben/Sen; um (1,25%) o Ben/Atp; seis (7,5%) o CAR/Atp e um (1,25%) o
Atp/Atp.

ZAGO e col. (1992) estudaram 37 individuos negroides com o gene beta S do estado de Sao
Paulo, descrevendo predominancia do haplétipo CAR (66,2%) em relacdo ao Ben (23,0%); o
mesmo foi observado por GONCALVES e col. (1994), quando estudaram pacientes com AF de Séo
Paulo e por LYRA e col., (2005), que descreveram o predominio do haplétipo Ben em Salvador e
do hapldtipo CAR em Séo Paulo, em estudo comparativo entre os portadores de AF das duas
regibes. Na regido Amazobnica, norte do pais, em estudo desenvolvido em comunidades
descendentes de africanos com 0 gene beta S foram descritas as frequéncias de 60% para o
haplétipo CAR; 30% para 0 Sen e 10% para o Ben; em Belém foi descrita a frequéncia de 86% para
o0 haplétipo CAR; 9% para o0 Ben e 4% para o Sen em pacientes com AF (PANTE-DE-SOUSA et
al., 1998; 1999). Estes resultados confirmam a heterogeneidade étnica existente no Brasil,
decorrente principalmente da imigracdo intensa de africanos para o pais. Ressaltamos que diferente
do nordeste, a regido norte recebeu contribuicdo maior de africanos originarios do Congo,
Mocambique e Angola, onde existe o predominio do hapl6tipo CAR, bem como de regifes da
Africa Atlantico-Ocidental, onde predomina o haplétipo Sen (FLORENTINO, 1997).

ADORNO e col. realizaram dois estudos no estado da Bahia-Brasil (2004 e 2008). Na
primeira fase (2004) analisaram 160 cromossomos beta S, descrevendo a frequéncia ligeralmente
maior do hapldtipo Ben (48,8%), quando comparada a do hapl6tipo CAR (46,2%). Além disso,
foram encontrados 1,9% do haplétipo Cam, 0,6% do Saudi e 0,6% do Sen, com frequéncia de
54,0% para o genotipo CAR/Ben, corroborando com os resultados obtidos por GONCALVES e col.
(2003). Em 2008, ADORNO e col. apresentaram diferencas quanto ao tipo de haplétipo
predominante, com descri¢do da frequéncia de 51.2% (64) para o genétipo CAR/Ben; 28.8% (36)
para o Ben/Ben; 14.4%(18) para 0 CAR/CAR; 1.6%(02) para CAR/Atp; 1.6%(02) Ben/Cam; 0.8%
(01) para cada um dos haplotipos CAR/Cam, CAR/Saudi e Sen/Atp.

BARBOSA e col. (2010) estudando 288 cromossomos demonstraram 58 (40.3%) para o
CAR/Ben, 43 (30%) para 0 Ben/Ben, 32 (22.2%) para 0 CAR/CAR, 4 (2.8%) para o Ben/Sen, 4
(2.8%) para o Ben/ATP, 2 (1.4%) para o Ben/Cam e um (0.7%) para 0 CAR/Cam.
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Os resultados de ADORNO (2005) e BARBOSA (2010) confirmaram a heterogeneidade

fenotipica e genotipica dos individuos com AF de Salvador-BA, justificando a realizacdo de estudos
adicionais que investiguem o papel da HbF e de marcadores bioldgicos no desenvolvimento clinico
da doenca, bem como a possivel correlacdo entre a variagdo nas sequéncias génicas encontradas na
regido promotora dos genes gama e o fenotipo dos pacientes que fizeram parte da casuistica deste
estudo.

De acordo com o exposto e com os resultados previamente alcangados, julgamos de grande
importancia a realizacdo da investigacdo da diversidade fenotipica e clinica dos individuos com AF
em Salvador — Bahia e sua associacdo com a caracterizacdo molecular da regido controladora do
locus do gene da globina beta, visando a identificacdo de sequéncias que potencialmente pudessem
interferir na expressdo genotipica e fenotipica destes pacientes como a Substituicdo G>A na posicao
— 10.677 do gene LCR-HS2 descrita por ADORNO e col. (2005) nos pacientes portadores do
hapl6tipo Ben que apresentaram niveis elevados de HbF.

A avaliacdo dos resultados obtidos pelo estudo das concentracGes de hemoglobina fetal,
andlises bioquimicas; dos haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta; da talassemia alfa e
de fatores genéticos podera fornecer informagBes importantes relacionadas aos diferentes
subfenotipos apresentados pelos pacientes, contribuindo para ampliar os conhecimentos
relacionados a génese dos eventos clinicos e na prevencdo das possiveis complicacdes da gravidade
clinica apresentada por esses pacientes, podendo desta forma determinar o prognostico, facilitando

as intervencdes necessarias ao acompanhamento clinico.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar sub-fenotipos em pacientes com anemia falciforme com base no estudo de

marcadores bioldgicos.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Identificar a participacdo da talassemia alfa "

e dos haplotipos ligados aos grupo de
genes da globina beta S como fatores progndésticos do perfil clinico e laboratorial dos pacientes;
3.2.2 Estabelecer o perfil hematoldgico e bioquimico, identificando biomarcadores de
gravidade clinica;
3.2.3 Caracterizar os sitios hipersensiveis a acdo da DNAse | da regido controladora do
I6cus (LCR-HS2-4) dos genes da globina beta associando aos diferentes marcadores investigados,

visando estabelecer uma possivel influéncia na gravidade da anemia falciforme.
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4, CASUISTICA

41 DESENHO E DADOS DO ESTUDO

Foi realizado um estudo de coorte seguido de forma ambispectiva com controle de variaveis
observacionais. A casuistica foi composta por um total de 2223 pacientes com diagndstico de AF de
ambos 0s sexos, no periodo entre 2006 e 2010. Durante o decorrer do estudo foram realizadas
associagdes da presenca ou auséncia de determinados eventos com desenho de estudo caso-controle.
Do total de participantes do estudo, 1227 compareceram para as avaliagdes hematoldgicas e
moleculares. Com relacdo as andalises bioquimicas, estas s6 foram realizadas em 468 individuos,
uma vez que estas avaliagdes foram implantadas como rotina pelo nosso grupo, somente nos dois
altimos dois anos. Enfatizamos que somente as andlises realizadas no laboratério de analises
clinicas da Faculdade de Farméacia da UFBA foram consideradas para a realizacdo das analises
estatisticas.

Todos o0s pacientes encontravam-se em estado estavel da doenca, com acompanhamento
regular no ambulatério de Hematologia da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia —
HEMOBA/SESAB.

O estudo foi submetido e aprovado pelo CEP-CPqGM (CAAE 0005.0.225.069-06 de
01/11/2005) e foi desenvolvido de acordo com a Declaracdo de Helsinki de 1975 e sua revisdo em
2000. Os sujeitos participantes concordaram em assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE — apéndice 1). No caso dos pacientes em idade pediatrica, o termo foi assinado
pelo responsavel legal.

Os pacientes ou seus responsaveis responderam ao questionario para coleta de dados
demograficos, socioeconémicos e clinicos. A complementacao relativa aos dados clinicos foi obtida
dos prontuarios médicos de acompanhamento dos pacientes, sendo que todos os pacientes incluidos
no estudo apresentavam seguimento ambulatorial superior a dois anos e seis meses.

Foram excluidos do estudo todos os dados obtidos de pacientes durante o recebimento de
transfusdes sanguineas, ocorréncia de crises vaso-oclusivas e infecces recentes. Também néo
foram incluidos no estudo individuos que ndo tiveram confirmacéo do perfil de hemoglobinas como

HDbS e os casos de recusa por parte do responsavel ou paciente em assinar o TCLE.
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Todos os experimentos realizados seguiram as normas de Biosseguranca de acordo com a

Lei no. 11.105 de 24 de marco de 2005, regulamentada pelo decreto no. 5.591 de 22 de novembro
de 2005, seguindo as normas técnicas existentes no Manual de Biossegurancga de Procedimentos da
Comissdo Técnica de Biosseguranca da FIOCRUZ (2005).



Fundacao de Hematologia e
Hemoterapia da Bahia
(HEMOBA)

v
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Figura 4. Representagdo esquematica do desenho do estudo.
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5. METODOS

5.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas no ambulatério de hematologia da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia da Bahia-HEMOBA e encaminhadas a Faculdade de Farméacia da
Universidade Federal da Bahia (FF-UFBA) para as determinacfes hematoldgicas e bioquimicas e
para o Laboratorio Especializado em Hematologia e Biologia Molecular (ATGC) para confirmar o
perfil de hemoglobinas. O sangue foi processado e encaminhado ao Laboratério de Patologia e
Biologia Molecular (LPBM) /Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) — FIOCRUZ — Bahia
onde foram realizadas as analises moleculares.

Para as determinacfes hematoldgicas e do perfil de hemoglobinas foram coletados 5 mL de
sangue venoso em anticoagulante (EDTA - Acido -etilenodeaminotetracetico di-sodico), na
concentracdo de 1,5 mg/mL (DACIE & LEWIS, 1984). Também foram coletados 5 mL de sangue
venoso sem aditivos para a obtencdo do soro destinado as anélises bioquimicas. No momento da
coleta de sangue foram confeccionadas laminas de esfregago sanguineo para a analise morfoldgica

das células sanguineas.

52 ANALISES HEMATOLOGICAS

As determinacBes hematoldgicas foram realizadas em contador automatizado - ABX Pentra
80 (HORIBA DIAGNOSTICS, Montpellier, FR), a avaliacdo morfoldgica realizada pela analise
dos esfregacos sanguineos corados pelo Wright e a contagem de reticuldcitos pelos esfregacos
corados pelo azul de cresil brilhante e posteriormente analisados por microscopia optica. (DACIE &
LEWIS, 1984).

5.3 ANALISES BIOQUIMICAS
As anélises bioquimicas incluiram a determinacdo do perfil lipidico (colesterol total e

fracOes e triglicerideos), dosagem de proteinas totais e fragOes, bilirrubinas totais e fragoes,

desidrogenase latica (LDH), transaminases (ALT e AST), perfil renal (uréia e creatinina) e ferro,
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sendo estas realizadas por método automatizado utilizando o equipamento A25 (BIOSYSTEMS

SA, Barcelona, Spain). A dosagem de ferritina foi realizada no Access 2 (BECKMAN COULTER
Inc, CA, USA) e as determinagdes de proteina C reativa, alfa 1 antitripsina, e Antiestreptolisina O
(ASLO) foram realizadas no Immage (BECKMAN COULTER Inc, CA, USA).

54 ANALISES SOROLOGICOS

As andlises sorologicas foram realizadas na Fundacdo Instituto de Hematologia e
Hemoterapia da Bahia (HEMOBA) e confirmadas no laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade
de Farmécia da UFBA. Os testes sorologicos utilizados para as analises foram Hemaglutinacdo
Indireta (HAI), Ensaio Imunoenzimaético (EIE ou ELISA), Imunofluorescéncia indireta (IFI) e teste
de microaglutinacdo (VDRL). Para o virus da hepatite C, os resultados foram confirmados pela

técnica molecular da PCR.

5.5 PERFIL DE HEMOGLOBINAS

O perfil de hemoglobinas foi confirmado por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) no equipamento automatizado VARIANT | (BIO-RAD, CA, USA), que utiliza o principio
de troca idnica. O procedimento para as analises requer a adi¢do de 5 pl de amostra de sangue em
500 pl de 4gua destilada em cubetas de 1ml de capacidade. Os calibradores foram avaliados antes

de cada processamento das amostras, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

55 ANALISE MOLECULAR

O DNA gendmico foi extraido em 200 pl de sangue periférico, utilizando-se o Kit GFX™
Kit de purificacdo de DNA gendmico (Amersham Pharmacia Biotech-CA), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. A concentracdo do DNA foi avaliada utilizando o NanoDrop ND-
1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE, Netherlands).
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A andlise molecular foi realizada pela técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia

(Polymerase Chain Reaction - PCR) com o DNA extraido de leucocitos utilizando-se sequéncia de

oligonucleotideos sintéticos (primers) especificos para os genes a serem estudados.
5.5.1 TALASSEMIA ALFA

A caracterizagdo molecular da talassemia alfa 2 ™" foi realizada por PCR de acordo com
BAYSAL & HUISMAN (1994) utilizando-se primers contendo as sequéncias normal (A + C) e
mutante (A + B). A reacdo foi realizada em tampao contendo 50mM de solucdo de Tris-HCI,
1,7mM de cloreto de magnésio (MgCl,); 200mM de dCTP + dGTP e 100mM de dATP + dTTP de
mistura de desoxinucleosideos trifosfatados (ANTPs); 13% de glicerol; 2,5U da enzima Taq DNA
polimerase recombinante (GIBCO, Invitrogen, CA) e 0,5 ug de DNA, em volume final de 50uL. A
reacdo compreendeu uma etapa inicial de desnaturacdo do DNA de 3 minutos a 98°C e 30 ciclos a
96°C por 30 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos, com etapa final de 72°C por 15
minutos (FOGLIETTA et al., 1996).

O DNA do fago lambda (L) digerido com a enzima de restricio Hind Il (GIBCO,
Invitrogen, CA) (SAIKI, et al., 1988) foi utilizado como marcador de pares de bases (pb) para a
analise de tamanho de fragmentos. As reacGes realizadas com os primers A + B e A + C
amplificaram fragmentos de 1.700 pb (1,7 kb) para a presenca da delecdo e genes normais,

respectivamente.
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A+B A+C
7 8 9 10 11 12 13 14 lel
_ 1.8kb \/ \/
M: Marcador de Pares de Bases
(fago A)
1 e 2 ; Controles Negativos
3ed;
5e6;
9e10;
11 e 12; Normais
7e8;
13 e 14; Heterozigotos
1.8kb

M; Marcador de Pares de Bases (fago A)
15 e 16; Homozigoto

17 e 18;

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 19 e 20;

21e22;

Figura 05. Gel de agarose a 1,0% em tampdo Tris-Borato-EDTA 1X, pH 8.3, ap06s corrida do

produto da PCR da reacdo para investigacao da talassemia alfa.

5.5.2 DETERMINACAO DOS HAPLOTIPOS LIGADOS AOS GENES DA GLOBINA
BETA

Os haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta foram investigados pela técnica de
PCR-RFLP. Sete regides foram seletivamente amplificadas por PCR e posteriormente digeridas por
enzimas de restricdo, identificando os seguintes sitios polimorficos (Figura 1B): Xmn 1, localizado
na posicdo 5' do gene HBG2; Hind Ill, na regido I1VS Il do gene HBG2 e HBG1; Hinc Il, a 3' e
dentro do pseudogene beta; Hinf | e Hpa | nas regides 5' e 3' do gene beta, respectivamente
(SUTTON et al., 1989).
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5.5.3 AMPLIFICACAO GENICA PARA A LCR

Para o estudo da LCR foram realizadas trés amplificacfes pela técnica de PCR para cada
sitio HS2 a HS4. Os produtos amplificados foram entdo purificados para realizacdo do
sequenciamento génico das regides da LCR (HS2-4), com a utilizacdo de 1/4 do volume em Acetato
de Aménio 1M e 01 volume de isopropanol PA. O DNA foi incubado durante 15 minutos a
temperatura ambiente e centrifugado a 2300 x g por 30 minutos. Apds a centrifugacdo, o
precipitado resultante foi lavado por 3 vezes em 200 ul etanol a 80%. Apds a Gltima lavagem, o
precipitado foi incubado durante uma hora a temperatura ambiente, favorecendo a evaporacéo do

etanol. O precipitado foi ressuspenso em 30 a 40 ul de H,O e incubado a 4 °C por 12h antes do uso.

5.5.4 SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS PARA ANALISE DA
LCR

O sequenciamento génico foi realizado pelo método de SANGER (SANGER et al., 1977),
utilizando os dideoxinucleosideos trifosfatados (ddNTPs), que quando incorporados a fita de DNA
sintetizada proporcionam paradas aleatdrias na polimerizacdo. O sequenciamento foi realizado em
sequenciador automatico Applied Biosystems 3100, utilizando-se o Kit BigDye 03 ™Terminator
Sequencing Standard (Applied Biosystems) de 16 capilares. A reacdo de sequenciamento foi
realizada em placas de fundo em V (MicroAmp 96-well Reaction Plate - Applied Biosystems),
utilizando-se 2,0 ul de Big Dye Terminator, 2ul de primer (1,5 pmol), 2ul de tampédo (Tris-Cl
200mM pH 9,0: 5 mM MgCl,), 200 ng de DNA e 5,6 ul de H,O (Ultra Pura — GIBCO, Invitrogen,
CA) em um total de 10 ul. As reagfes foram incubadas em termociclador (Eppendorf
Mastercycler® gradient, Canada), na temperatura inicial de 96 °C durante 2 minutos,
seguida por 35 ciclos de 96 °C por 45 segundos; 52°C por 30 segundos, e 60 °C por 4 minutos.

Para cada poco contendo 10ul de reagdo foram adicionados 8ul de H,O milli-Q autoclavada
e 32ul de etanol a 100% e homogeneizados 40 vezes por inversdo. Apds homogeneizacéo, a reacao
foi incubada por 20 minutos no escuro a temperatura ambiente, centrifugadas por 45 minutos a
2500 x g a temperatura ambiente, descartando-se o sobrenadante em papel absorvente e realizando-
se spin invertido a 120 x g. Apos a centrifugacdo, foram adicionados 150 ul de etanol a 70%. Em

seguida a amostra foi homogeneizada por 40 vezes e centrifugada por 15 minutos a 2500 x g a



52
temperatura ambiente, sendo que esta etapa foi repetida por 3 vezes. As amostras obtidas foram

incubadas em ambiente escuro por periodo minimo de 2 horas, ap0s as quais se acrescentou 10 ul
da mistura de parada da reacéo (Hi-Di"™ Formamide - Applied Biosystems) e se procedeu a analise

no sequenciador.

56 DADOS CLINICOS

Os dados clinicos foram obtidos em questionario (apéndice 11) aplicados ao paciente e no
caso de menores de idade, aplicados ao responsavel. O questionario aborda as caracteristicas
demograficas do individuo (idade e género), informagdes sociais (nUmero de irmaos, escolaridade,
parentes e amigos que mantém contato) e informacdes referentes a a historia clinica dos pacientes
que foram obtidas dos prontudrios de acompanhamento no ambulatério de Hematologia da
Fundacdo HEMOBA.

57 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas nos programas EPI INFO versdo 6.04, SPSS versao

18.0 e 0 GraphPad verséo 5.0. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos.

5.7.1 DISTRIBUICAO DAS VARIAVEIS

A analise de normalidade da distribuicdo das varidveis foi realizada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A partir desta informagédo foram utilizados os testes paramétricos ANOVA
ou nao-paramétrico de Kruskal-Wallis. O teste paramétrico ANOVA foi utilizado para a analise da
distribuicdo de médias de variaveis quantitativas ou numericas, com distribuicdo normal dentro de
categorias. Além disso, verificando se é provavel haver uma diferenca entre as medias dos valores,

buscou-se dentre as médias apresentadas diferencas significativas conduzidas de multiplas
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comparacOes de médias através do teste de Bonferroni (ou post-hoc). O teste ndo-paramétrico

Kruskal-Wallis foi utilizado para as distribuicdes fora do normal

5.7.2 ANALISE DE VARIAVEIS QUALITATIVAS OU CATEGORICAS

A andlise de varidveis qualitativas ou categoricas de trés ou mais grupos foi realizada pelo
teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (y°), devidamente corrigido pelos testes de Mantel-Haenszel
e Yates. Nas analises de valores inferiores a 4, estas foram realizadas pelo teste exato de Fisher. Os
intervalos de confianga em 95% e a razdo de prevaléncia foram calculados para essas variaveis.

Os testes de Mann-Whitney e o teste T independente foram utilizados para a analise de duas
varidveis numeéricas, na comparacdo de dois grupos de valores dentro de uma mesma variavel,

levando-se em considerac¢do a distribuicdo de cada variavel.

5.7.3 ANALISE MULTIVARIADA - REGRESSAO LOGISTICA

Na etapa quantitativa da pesquisa, utilizou-se o0 metodo de Analise Multivariada dos dados
que corresponde as abordagens analiticas diversas que consideram o comportamento de muitas
variaveis simultaneamente (CORRAR & FILHO, 2009). As anéalises multivariadas foram realizadas
tendo como base variaveis dependentes associadas a clinica dos pacientes e variaveis independentes
caracterizadas como fatores de risco, estabelecidas pelo processo de criacao de varidveis categoricas
maltiplas. A escolha para as andlises simultaneas de medidas multiplas para cada individuo ou
objeto em analise deveu-se a perspectiva de que as analises univariadas deveriam ser consideradas
como complementares das multivariadas, ou seja, face a constatacdo de diferencas significativas
numa analise multivariada, esta deve ser precedida de testes univariados para identificar as variaveis
gue mais contribuem para a ndo rejeicao das hipoteses nulas.

A andlise de regressdo linear requer o uso de programas de computador. Nesse caso,
utilizamos o Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versdo 18.0, que permite realizar

andlises estatisticas de dados em pesquisa na area da saude.
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Neste estudo, a variavel dependente foi representada pelos dados clinicos dos pacientes e as

variaveis independentes pelos marcadores classicos de prognostico na anemia falciforme. Dentre as
técnicas de analise multivariada utilizamos a Regresséo Logistica.

Na Regressdo Logistica, a variavel dependente é dicotdmica (qualitativa) e as variaveis
independentes podem ser quantitativas ou qualitativas. Esta analise tem como objetivo estabelecer a
probabilidade de ocorréncia de determinado evento e a importancia das variaveis para essa
ocorréncia (CORRAR & FILHO, 2009). Antes da afericdo dos resultados descritivos e da
correlacdo entre varidveis, procedeu-se a andlise preliminar exploratéria do banco de dados
completo (2223 pacientes), com o intuito de adequar as variaveis métricas ao modelo linear geral
(TABACHNICK & FIDELL, 2000). Esse procedimento consistiu na analise de casos omissos,
casos atipicos e normalidade das variaveis métricas que compuseram o modelo de investigacdo. A
andlise exploratdria revelou que tais variaveis atendem aos critérios propostos por estes autores para
a execucao das técnicas inferenciais multivariadas.

Na analise de Regressao Logistica foram apresentadas relaces entre algumas variaveis
independentes e a variavel dependente. Destes, cinco indicadores merecem destaque:

1. - 2 log likelihood (-2LL): medida de ajuste e significAncia do modelo — caso esse indice
apresente uma queda do seu valor inicial em comparacdo com o seu valor final, 0 modelo se ajusta
aos dados. Dado ndo mostrado em nosso trabalho.

2. Omnibus test of model coefficients (X2): indica se ha diferenca significativa entre o -2LL
inicial (modelo vazio) e o -2LL do modelo com as variaveis — espera-se que as hipdtese nula seja
rejeitada para que o modelo se adeque aos dados. Em nosso trabalho foi associado ao H &L.: Teste
de Hosmer e Lemeshow.

3. Nagelkerke R2: indica o quanto a variavel independente, ou o0 conjunto de variaveis
independentes, explicam a varidvel dependente. Em nosso trabalho foi associado ao RP: Raz&o de
Probabilidade.

4. Overall percentage — indica qual a probabilidade geral de acontecer o evento que 0 modelo
consegue explicar. Em nosso trabalho foi associado ao PAM: Percentual de acerto do modelo de
regressao.

5. B: coeficiente de regressdo — indica o0 peso que a variavel independente, ou conjunto de

variaveis independentes, tem sobre a variavel dependente.
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De acordo com a literatura, utilizando pelo menos duas variaveis independentes para o

modelo preditivo, poder estatistico médio e significancia 0,05, a amostra necessaria deve ser maior
que 67 para a Regressdo Logistica (COHEN, 1992). No caso da regressdo multipla, que requer
amostras mais amplas, recomenda-se 0 uso de pelo menos 30 observagdes para cada “parametro”
estimado no modelo (CORRAR & FILHO, 2009). Portanto, nosso estudo foi suficiente para a
realizacdo de todos os testes estatisticos necessarios para se chegar ao modelo de predi¢do uma vez
que temos nossos modelos utilizaram mais de 500 dados relativos a cada paciente.

As varidveis dependentes (eventos clinicos) escolhidas para o modelo seguiu as
recomendacfes de CORRAR & FILH (2009) e foram no total de oito, sendo as que mais frequentes
acometeram os pacientes com anemia falciforme:

Acidente vascular cerebral;
Crises vaso-oclusivas;
Dores 0sseas;
Hospitalizacdes;

Crises algicas;

Sequestro esplénico;

Sindrome toracica aguda;

© N o gk~ 0w DN P

Ulcera maleolar.

A partir de estudos realizados na literatura e devido a significancia clinica encontrada em
nosso estudo a partir de andlises univariadas foram definidas 10 varidveis independentes para

realizacdo dos modelos de regressdo logistica:

Sexo: Mulheres e homens;

Haplétipo ligado ao grupo de genes da globina beta: CAR/CAR vs CAR/BEN;
Haplétipo ligado ao grupo de genes da globina beta: CAR/CAR vs BEN/BEN;
Haplétipo ligado ao grupo de genes da globina beta: CAR/BEN vs BEN/BEN;
Talassemia alfa 2 >™: Presenca e auséncia;

Concentracdo da hemoglobina fetal : <ou > 6% ;

Valor da concentracdo da hemoglobina: < ou > 7,0 g/dl;

© N o g ~ wDd

Contagem de reticuldcitos: < ou > 5%;
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9. Contagem global de leucécitos: < ou > 15,0 x10%;

10.  Contagem total de plaquetas: < ou >275.0 x 10%/L.
5.7.4 CURVA DA CARACTERISTICA OPERATIVA DO RECEPTOR (CURVA ROC)
Na intencdo de auxiliar nos diagnosticos clinicos foi realizado a Curva ROC uma vez que

corresponde ao método mais utilizado para o apoio a decisdo médica e onde é definido o caminho

mais proximo do diagnadstico.



57
6. RESULTADOS

6.1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E LABORATORIAIS
APRESENTADAS PELOS PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Foram investigados 2223 individuos com AF com idade de 1-50 anos e média de 20,86
(+11,06) anos, sendo 50,70% mulheres.

Os dados hematoldgicos foram obtidos de 1227 individuos com AF, enguanto que 0s
bioquimicos de 468 pacientes. Quando comparados 0s dados hematolégicos e bioquimicos entre os
diferentes sexos, apenas a contagem global de linfécitos nos homens (6414.85 + 3940.70 x10°/L) e
mulheres (5597.81 + 2744.24 x10°/L), p= 0,003 e a contagem de reticulécitos apresentaram valores
significativos entre os homens (7.01 £ 4.66) e mulheres (7.74 £ 5.89), p= 0.043 (Tabela 1).

A figura 6 apresenta a distribuicdo da origem dos pacientes incluidos no estudo na cidade do

Salvador e regido metropolitana.
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Figura 6. Frequéncias dos pacientes com anemia falciforme na cidade do Salvador e regido

metropolitana atendidos pela Fundacéo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia- HEMOBA.
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Tabela 1. Caracteristicas hematoldgicas entre homens e mulheres com anemia falciforme de

Salvador-Bahia.

Média £ DP

IDADE (ANOS)

1924

22,4+ 13,20

Masculino (%)

976

20,83 +12,14

Feminino (%)

948

23,89 + 14,05

SS % 1432 87,24 +£ 8,09 86,98 + 8,6 86,63 + 8,6 0,379**
A2 % 1432 2,98 £1,07 2,97 +£0,98 2,93+1,06 0,125*
Fetal % 9,94 £8,21 10,5+8,8 10,4 + 8,7 0,331**

Hemacias x 10°/mm° 1227 2,85+ 0,67 2,87 £0,72 2,93+0,74 0,931*=*
Hemoglobina g/dI 1227 7,82 +1,52 7,82 £1,57 7,83 £1,47 0,524*
Hematécrito (%) 1227 24,64 + 4,70 24,41 £ 4,77 24,88 + 4,69 0,121*=*
Volume Corpuscular -
Médio (fL) 1227 86,95 + 14,70 87,03 + 14,26 86,95 + 15,29 0,828
Hemoglobina Corpuscular o
Média (pg) 1227 27,74 + 4,53 27,51 + 4,56 27,52 + 4,57 0,599
Concentracéo
Hemoglobina Corpuscular 1227 31,79+ 3,43 31,97 £ 3,74 31,57 + 3,05 0,300*
Média (g/dl)
Reticulécito (%) 1227 7,36 5,29 7,01 + 4,66 7,74 + 5,89 0,043*
Leucdcitos x 10%/L 1227 | 14984,17 + 6053,22 | 15326,71 + 5934,12 | 15055,56 + 5880,51 | 0,777**
Ne”""f""lgg?[“e“tado X1 1227 | 7711,73+3672,52 | 7854,76 +3728,82 | 7869,51 +3604,22 | 0,097**
BaStO"ewl%%?[“e“tado X | 1227 | 13955+29118 | 139,96+281,68 | 14599+32616 | 0,295*
Eosindfilo x 10°/L 1227 653,98 + 887,41 625,70 + 876,93 656,55 + 830,92 0,764**
Monécitos x 10°/L 1227 606,92 + 872,80 529,51 + 778,22 579,93 + 519,98 0,041**
Linfocito x 10°/L 1227 | 6039,41 + 3464,30 | 6414,85+3940,70 | 5597,81 + 2744,24 | <0,001*

Plaquetas x 10°%/L

397,45+ 141,98

391,78 + 145,48

402,70 + 135,15

0,238**

DP: Desvio Padrao

* Kruskal-Wallis

** Anova
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Estdo enumerados na tabela 2 os valores médios dos marcadores do metabolismo lipidico,

hepatico e renal em homens e mulheres com AF. Apesar dos pacientes apresentarem a media dos
valores entre esses marcadores bem diferentes, somente a concentracdo do colesterol de baixa
densidade (LDL) e das aspartato e alanina aminotransferases foram significativos, respectivamente
p= 0,009, p= 0,029, p= 0,038.

Ao correlacionarmos eventos clinicos entre homens e mulheres, verificamos que a STA
possui Razdo de prevaléncia de 1,89 para os homens (IC: 1,52-2,36, p <0,001) e de 1,59 (IC:1,06-

2,39, p=0,023) para a ocorréncia de hospitalizacdes.
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Tabela 2. Caracteristicas do metabolismo lipidico, hepatico e renal entre homens e mulheres com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

N Média + DP

Total Colesterol, mg/dL 468 121,44 + 26,84 118,56 + 27,07 126,11 + 25,72 0,152**
HDL Colesterol, mg/dL 468 55,55 + 59,98 49,26 + 12,50 60,42 + 86,16  0,319**
LDL Colesterol, mg/dL 468 26,20 £ 20,40 22,22 + 13,58 30,79+ 2554  0,009*

Triglicerideos, mg/dL 468 107,17 + 50,38 102,54 +54,19 112,61 +48,39 0,365**

Aspartato
Aminotransferase, U/L
Bilirrubina Total, mg/dL 290 16,81 + 77,81 19,86 + 90,37 15,98 + 56,02

Bilirrubina Direta,

480  63,32+125,98 76,23 +£168,54 49,53+ 46,67 0,029**

*
ma/dL 290 1,41+2,0 1,55+ 2,26 1,26 +1,70 0,434

B"'"“f’r:;‘/"‘ d'[‘d"eta' 200 130846547  1281+7474 1334+5475 0,025
. 124,54 +

Ferro Sérico, meg/dL 203 121,04+106,55  118,73+92,26 126 36 0,884*
. 398,24 +

Ferritina, ng/mL 433 391,85+544,44 385,30 + 648,40 420 32 0,821*
Desidrogenase latica, 708,50 £

U/L 359 788,73+526,98 825,62 + 522,43 542,07 0,094**

Alanina
Aminotransferase, U/L
Proteinas Totais, g/dL. 229 7,43 +0,97 7,38 £0,83 749+114 0,317*
Albumina g/dL 229 4,07 +0,73 4,10+ 0,58 4,04 +0,89 0,948*

468  41,39+117,18 52,97 +160,57 28,38 +24,87 0,038**

Globulina, g/dL 229 3,36 £ 0,86 3,28+0,79 3,42 +0,89 0,371**

Uréia, mg/dL 427 21,37 £ 47,55 23,76 + 64,48 18,57+6,61  0,329*

Creatinina, mg/dL 363 3,58 £15,21 4,60 + 16,19 4,03+18,16  0,815**

DP: Desvio Padrao * Kruskal-Wallis ** Anova
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Tabela 3. Eventos clinicos entre homens e mulheres com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Eventos Clinicos

Dor Abdominal

Sindrome Toréacica
Aguda
Necrose Avascular

Alteracdes Osseas
Dor Ossea
Insuficiéncia cardiaca
Colelitiase
Dactilite
Hospitalizagoes
Infecgéo
Ulcera Maleolar
Crises de Dor
Insuficiéncia renal
Litiase Renal
Insuficiéncia
Respiratoria
Retinopatia
Sequestro Esplénico

Acidente Vascular
Cerebral
Transfusao nos 2
altimos anos
Crises Vaso-

oclusivas

Pacientes Totais
N
Né&o Sim
1746 (97,1%) 53 (2,9%)
1684 (93,6%) 115 (6,4%)
1758 (97,7%) 41 (2,3%)
1738 (96,6%) 61 (3,4%)
1674 (89,7%) 185 (10,3%)
1740 (93,7%) 59 (3,3%)
1761 (97,9%) 38 (2,1%)
1743 (96,9%) 56 (3,1%)
774 (52,5%) 701 (47,5%)
830 (56,5%) 638 (43,5%)
1688 (93,8%) 111 (6,2%)
943 (52,4%) 856 (47,6%)
1753 (97,4%) 46 (2,6%)
1778 (98,8%) 21 (1,2%)
1792 (94,1%) 107 (5,9%)
1778 (98,8%) 21 (1,2%)
1577 (97,7%) 222 (12,3%)
1690 (93,9%) 109 (6,1%)
835 (48,7%) 916 (52,3%)
1268
531 (29,5%)
(70,5%)

Masculino

873

910
811

867

428

263

N: NUmero de Pacientes

26
71

16
27
101
31
22
33
425
342
61
443
25
08

52

15
114

58

474

662

IC: Intervalo de Confianca

Feminino

847
830

849
840
790
846
858
851
368
409
824
461
853
861

819

868
766

823

407

268

27
44

25
34
84
28
16
23
349
296
50
413
21
13

95

06
108

51

442

606

Valor
P

0,727
0,023

0,112
0,257
0,362
0,860
0,421
0,255
0,005
0,273
0,442
0,787
0,687
0,225

0,548

0,073
0,983

0,699

0,832

0,901

IC

1,1 (0,64-1,90)
0,64 (0,43-0,94)
1,67 (0,89-3,16)
1,4 (0,81-2,25)
0,87 (0,64-1,18)
0,95 (0,57-1,61)
0,77 (0,40-1,47)
0,73 (0,43-1,25)
0,74 (0,61-0,91)
0,89 (0,73-1,10)
0,86 (0,58-1,26)
0,98 (0,81-1,17)
0,89 (0,49-1,60)
1,73 (0,71-4,20)

1,13 (0,76-1,67)

0,42 (0,16-1,08)
1,0 (0,76-1,33)

0,93 (0,63-1,37)

0,98 (0,81-1,18)

0,90 (0,73-1,10)
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6.2 HAPLOTIPOS LIGADOS AO GRUPO DE GENES DA GLOBINA BETA S E

TALASSEMIA ALFA: ASSOCIACAO COM DADOS LABORATORIAIS

O total de 820 pacientes foram genotipados para talassemia alfa, com 196 (23,90%)
heterozigotos e 21 (2,6%) homozigotos. As comparacdes entre talassemia e dados hematologicos e
bioquimicos sdo enumeradas na tabela 4.

O total de 1872 cromossomos beta S foram estudados com descricdo de um (0,1%)
CAR/Sem; um (0,1%) Saudi/ATP; um (0,1%) Atp/Atp; dois (0,2%) Sen/ATP; trés (0,3%)
CAR/Saudi; trés (0,3%) Ben/Saudi; cinco (0,5%) CAR/Cam; cinco (0,5%) Ben/Sem; 13 (1,4%)
Ben/Cam; 21 (2,2%) CAR/ATP; 24 (2,6%) Ben/ATP; 188 (20,0%) CAR/CAR; 242 (25,8%)
Ben/Ben e 429 (44,2%) CAR/Ben.

A correlacdo entre a talassemia alfa e dados hematoldgicos (Eritrograma e Leucograma) e a
concentracdo de hemoglobinas foi estudada em 820 pacientes com AF. Os valores médios de
hemacias (Hm) (p= 0,004), volume corpuscular médio (VCM) (p= 0,015) e hemoglobina
corpuscular média (HCM) (p= 0,006) e plaguetas (p= 0,016) apresentaram diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos analisados (Tabela 4). As analises foram realizadas

entre individuos com gendtipo selvagem e portadores da delecdo em heterozigose e/ou homozigose.
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Tabela 4. Andlise dos dados hematologicos, perfil de hemoglobinas e presenca ou auséncia da

talassemia alfa 2 >™° em 820 pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

TALASSEMIA ALFA >

SELVAGEM
N= 603
HEMOLISE
Hemaécias x 10%/mm?® 2,7740,65
Hemoglobina g/dI 7,81+1,50
Hematdcrito (%) 24,20+4,82
Volume Corpuscular Médio (fL) 89,0+13,17
Hemoglobina Corpuscular
Media (pg) 28,64+4,01
Concentragdo Hemoglobina
Corpuscular Média (g/dl) 322l Ts
Reticuldcito (%) 7,945,76
HEMOGLOBINAS
Hemoglobina S (%) 87,27+6,59
Hemoglobina A2 (%) 3,01+1,01
Hemoglobina Fetal (%) 9,88+6,78
LEUCOCITOS
Leucacitos x 10°/L 15404,64+6841,03
Neutréfilos Segmentados x 106/L  7727,94+3918,35
Bastonetes Segmentados x 10°%/L 96,32+214,94
Eosinofilos x 10%/L 612,96+969,52
Mondcitos x 10°%L 593,81+792,84
Linfécitos x 10%/L 6214,38+3478,48
PLAQUETAS

Plaquetas x 10°/L 421,95+136,28

DP: Desvio Padrao N: NUumero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

Média + DP

PORTADOR
N =217

2,9610,56
8,06+1,49
24,87+4,31
85,75+112,0

27,4843,76

32,08+2,80

6,89+4,06

87,7815,74
3,06+0,94
9,29+6,04

14201,10+5079,59

7204,30+3253,32
92,93+238,04
601,32+879,03
572,61£768,76

5782,29+3294,19

386,24+154,57

** Anova

Valor P

0,004*
0,098**
0,163**

0,015*

0,006**

0,639*

0,202*

0,410*
0,646*
0,365*

0,073*
0,258**
0,900*
0,919**
0,824*
0,305*

0,016
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Quando correlacionamos a presenca da talassemia alfa com os marcadores dos perfis
lipidico, hepético e renal de 224 pacientes com anemia falciforme, somente a analise realizada com
os triglicerideos apresentou valor significativo (p= 0,001) (Tabela 5).



Tabela 5. Andlise da talassemia alfa 2 ™ com os marcadores dos perfis lipidico, hepatico e renal

em 224 pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

TALASSEMIA ALFA 37

N SELVAGEM PORTADOR Valor P
N=174 N =50
Média £ SD
METABOLISMO LIPIDICO
Total Colesterol, mg/dL 224 119,81+27,508 122,88+28+,03  0,629**
HDL Colesterol, mg/dL 224 49,76+12,05 72,08+130,39 0,140**
LDL Colesterol, mg/dL 224 23,67+£17,45 31,95+20,25 0,067*
Triglicerideos, mg/dL 224 101,04+37,84 137,17+68,64 0,001*
HEMOLISE HEPATICA
Aspartato aminotransferase, U/L 480 57,92+86,63 57,91+84,16 0,999**
Bilirrubina Direta, mg/dL 290 1,40+2,08 1,2942,10 0,759
Bilirrubina Indireta, mg/dL 290 2,88+3,87 2,56%3,27 0,578
Ferro Sérico, mcg/dL 203  132,66+133,38 99,90+43,13 0,286
Ferritina, ng/mL 433  355,77+366,10 361,18+343,98 0,921
Desidrogenase latica, U/L 359  899,75+506,39 804,57+522,26 0,323
DISFUNCAO HEPATICA
Alanina aminotransferase, U/L 468 38,38+111,34 36,69+92,46 0,921
Proteinas Totais, g/dL 229 7,39£1,02 7,710,851 0,150
Albumina g/dL 229 4,02+0,80 4,21+0,48 0,257
Globulina, g/dL 229 3,37+0,861 3,500,837 0,491
RENAL
Uréia, mg/dL 427 18,62+6,82 19,45+8,24 0,420
Creatinina, mg/dL 363 1,46+2,06 1,45+1,69 0,936
DP: Desvio Padrdo  N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova
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A andlise dos dados hematologicos, perfil de hemoglobinas e os haplétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S foram realizadas apds a distribuicdo dos genotipos em trés grupos
em um total de 936 pacientes. O grupo A foi composto pelos individuos com gendtipo CAR/CAR,;
0 grupo B por individuos com genétipos CAR/Ben, CAR/Cam, CAR/Sen, CAR/Saudi e CAR/Atp;
e o grupo C por individuos com gendtipos Ben/Ben, Ben/Cam, Ben/Sen, Ben/Saudi e Ben/Atp. Esta
correlacdo apresentou valores significativos apenas para a contagem de reticulécitos (p= 0.014)
(Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise dos dados hematologicos, perfil de hemoglobinas e os haplétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S em 934 pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.
HAPLOTIPOS GENE BETAS

MEDIA + DP
A B C Valor p
N=218 N=429 N=287
HEMOLISE
Hemécias x 10%mm?® 2,77 £ 0,58 2,81+ 0,63 2,85+ 0,62 0,561**
Hemoglobina g/dI 7,76 +1,33 7,77 £ 1,44 7,80+ 1,51 0,932*
Hematocrito (%) 24,16 + 4,11 24,39 + 4,47 24,60 + 4,56 0,717**
Volume Corpuscular Médio 88,68 + 12,66 88,03 + 12,89 86,59 + 13,99 0,405**
(fL)
Hemoglobina Corpuscular 28,41 + 3,58 27,83+ 4,20 27,48 + 4,32 0,266*
Meédia (pg)
Concentragdo Hemoglobina 31,84+2,11 31,54 +£12,48 31,51 +2,90 0,563*
Corpuscular Média (g/dl)
Reticuldcito (%0) 6,15+ 3,96 7,73 +4,39 8,35+ 4,56 0,022*
HEMOGLOBINAS
Hemoglobina S (%) 88,55+5,79 88,71+5,97 87,15+6,60 0,101
Hemoglobina A2 (%) 2,89+1,06 2,97+1,09 3,03+1,03 0,444
Hemoglobina Fetal (%) 8,59+5,86 9,3316,22 9,8+6,79 0,191
LEUCOCITOS
Leucdcitos x 10°/L 14876,42 + 5252,86 | 14922,66 + 5995,37 14813,47 + 0,580*
7925,26
Neutréfilos Segmentados x 7616,38 + 3963,76 | 7307,16 + 3340,37 757151 + 0,777*
106/L 4123,55
Bastonetes S%gmentados X 112,87 + 299,09 80,99 + 225,15 84,76 + 198,36 0,728*
10°/L
Eosinéfilos x 10°%/L 571,64 + 787,92 593,80 + 925,37 588,09 + 722,74 0,664*
Mondcitos x 10°/L 635,36 + 600,98 583,54 + 703,23 598,68 + 0,447*
1076,63
Linfécitos x 10%/L 6075,54 + 3252,35 6114,87 + 3167,38 5781,39 + 0,739*
4048,13
PLAQUETAS
Plaquetas x 10%/L | 41145+146,10 | 402,62+141,46 | 417,48+14407 | 0597**
DP: Desvio Padrdo ~ N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova

Grupo A: CAR/CAR

Grupo B: CAR/Ben, CAR/Cam, CAR/Sen, CAR/Saudi e CAR/Atp
Grupo C: Ben/Ben, Ben/Cam, Ben/Sen, Ben/Saudi e Ben/Atp.
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Estdo enumerados nas tabelas 7 a 9 os resultados das analises estatisticas entre os dados

hematoldgicos e perfil de hemoglobinas e os haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta S
estratificados em grupos distintos.
Tabela 7. Analise dos dados hematoldgicos, perfil de hemoglobinas e os haplotipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S em 647 pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

HAPLOTIPOS GENE BETA S

DP: Desvio Padrao

Média + DP
CAR/CAR CAR/BEN Valor P
218 429
HEMOLISE
Hemacias x 10¢/mm® 2,77+0,58 2,81+0,63 0,570**
Hemoglobina g/dI 7,74+1,31 7,77 + 2,06 0,797
Hematocrito (%) 24,10 + 4,05 24,39 + 4,47 0,523
Volume Corpuscular Médio (fL) 88,35+ 12,63 88,03 +£ 12,89 0,811
Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 28,46 + 3,57 27,83+ 4,20 0,271
Concentracdo Hemoglobina Corpuscular 31,84+ 2,12 31,54 +2,48 0,274
Meédia (g/dl)
Reticulécito (%0) 6,15+ 3,96 7,73+4,39 0,020*
HEMOGLOBINAS
Hemaoglobina S (%) 88,69 £5,91 87,48 + 7,03 0,108*
Hemoglobina A2 (%) 2,93 +1,07 299+1,12 0,600**
Hemoglobina Fetal (%) 8,66 + 5,88 9,73+7,19 0,230*
LEUCOCITOS
Leucdcitos x 10°/L 14939,52 £5222 57 14922,66 +5995,37 0,878*
Neutréfilos Segmentados x 106/L 7691,30 + 3789,66 7307,16 +3340,37 0,411**
Bastonetes Segmentados x 10°/L 125,47 + 295,66 80,99 + 225,15 0,158*
Eosinéfilos x 10°/L 671,64 + 787,92 593,80 + 925,37 0,854*
Mondcitos x 10°/L 609,16 + 581,53 583,54 + 703,23 0,503*
Linfécitos x 10°/L 6005,54 + 3331,99 6114,87 +3167,38 0,930**
PLAQUETAS
Plaguetas x 10°/L 412,56 + 140,05 402,62 + 141,46 0,524**

N: NUmero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

** Anova



70

Tabela 8. Andlise dos dados hematologicos, perfil de hemoglobinas e os haplétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S em 505 pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

HAPLOTIPOS GENE BETA S

Média + DP
CAR/CAR BEN/BEN Valor P
188 287
HEMOLISE
Hemacias x 10°%/mm® 2,77 £0,58 2,88 0,70 0,077*
Hemoglobina g/dI 7,74+131 7,77 £1,68 0,817*
Hematocrito (%) 24,10 + 4,05 24,51 +£5,13 0,395*
Volume Corpuscular Médio (fL) 88,35 + 12,63 86,44 + 13,60 0,206**
Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 28,74 £ 4,0 27,74 +£5,0 0,058*
Concentracdo Hemoglobina 31,84 +2,12 31,48 + 2,86 0,451*
Corpuscular Média (g/dl)
Reticuldcito (%) 6,15 + 3,96 8,55 + 4,56 0,013*
HEMOGLOBINAS
Hemoglobina S (%) 88,55+ 5,79 87,15 % 6,60 0,037*
Hemoglobina A2 (%) 293+1,12 3,05+ 1,06 0,523**
Hemoglobina Fetal (%) 8,65 + 5,88 10,53 £ 7,49 0,148*
LEUCOCITOS
Leucdcitos x 10°/L 14939,52 + 5222,57 | 14705,32 +7384,64 | 0,310*
Neutrofilos Segmentados x 106/L 7691,30 + 3789,66 7595,57 + 4096,31 | 0,868**
Bastonetes Segmentados x 10°/L 125,47 + 295,66 80,20 + 187,0 0,273*
Eosindfilos x 10°/L 642,47 + 943,47 561,83 + 715,94 0,848*
Mondcitos x 10°/L 609,16 + 581,53 548,95 + 998,09 0,098*
Linfocitos x 10°/L 6005,54 + 3331,99 5799,57 + 3793,37 | 0,692**
PLAQUETAS
Plaquetas x 10°/L 412,56 + 140,05 414,51 + 139,60 0,906**

DP: Desvio Padrao

N: NUmero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

** Anova
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Tabela 9. Andlise dos dados hematologicos, perfil de hemoglobinas e os haplétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S em 716 pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

HAPLOTIPOS GENE BETA S

Média £ DP
CAR/BEN BEN/BEN Valor P
429 287
HEMOLISE
Hemaécias x 10%/mm?® 2,81 +0,63 2,88+ 0,70 0,187*
Hemoglobina g/dl 7,77 £ 2,06 7,77 +1,68 0,881*
Hematdocrito (%) 24,39 + 4,47 24,51 +5,13 0,814*
Volume Corpuscular Médio (fL) 88,03 + 12,89 86,44 + 13,60 0,214**
Hemoglobina Corpuscular Média (pg) 27,83+ 4,20 27,37 + 4,35 0,272**
Concentracdo Hemoglobina 31,54+ 2,48 31,48 +2,86 0,879**
Corpuscular Média (g/dl)
Reticulécito (%) 7,73+ 4,39 8,55 + 6,55 0,282 *
HEMOGLOBINAS
Hemoglobina S (%) 87,48+ 7,0 87,07+ 7,35 0,759**
Hemoglobina A2 (%) 2,99+1,12 3,05+ 1,06 0,5623**
Hemoglobina Fetal (%) 9,73+7,19 10,05 + 7,49 0,609**
LEUCOCITOS
Leucdcitos x 10°/L 14922,66 + 5995,37 | 14705,32 +7384,64 | 0,317*
Neutréfilos Segmentados x 106/L 7307,16 + 3340,37 7595,57 +4096,31 | 0,509**
Bastonetes Segmentados x 10°/L 80,99 + 225,15 80,20 £ 187,0 0,815**
Eosindfilos x 10°/L 593,80 + 925,37 561,83 + 715,94 0,718**
Mondcitos x 10%/L 583,54 + 703,23 548,95 + 998,09 0,224**
Linfocitos x 10°/L 6114,87 + 3167,38 5799,57 + 3793,37 | 0,440**
PLAQUETAS
Plaquetas x 10°/L 402,62 + 141,46 414,51 + 139,60 + 0,388*

DP: Desvio Padrao

N: NUmero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

** Anova
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Estdo enumerados na Tabela 10 dados das andlises estatisticas com os dados

hematoldgicos, perfil de hemoglobinas, talassemia alfa 2 37 e haplétipos ligados ao grupo de

genes da globina beta S em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.



Tabela 10. Dados hematoldgicos, perfil de hemoglobinas, Anéalise da talassemia alfa

2 3.7kb

73

€ 0S

hapldtipos ligados ao grupo de genes da globina beta S em 558 pacientes com anemia falciforme de

Salvador-Bahia.

SELVAGEM PARA TALASSAMIA ALFA
HAPLOTIPOS GENE BETA S

PORTADOR DA TALASSAMIA ALFA

HAPLOTIPOS GENE BETA S

Média + DP Média + DP
CARCAR ~ CARBEN ~ BENBEN Valor CARCAR  CARBEN ~ BENBEN .. o
N=97 N=179 N=134 p N=34 N=78 N=36
HEMOLISE
. - 0,101* N
Hemécias x 10%mm®  2,63+0,64  2,67+0,61  2,84+0,62 - 3,0440,48  2,94+0,62  2,93+050 0,871
*
Hemoglobina g/d 7604121 7794133  7.63+158 OO0 8141110 7714147 8304129  0,175%*
Hematécrito (%) 23,3043,83  2424+453  2497+484 0,339% 25254275 24284463 25314418  0,963*
*
Vo'ul\”)leé;grgfl‘_s)c“'ar 906+1311 91,0+1270 85641362 000" gogriggs  840+1262 8696919  0,615%
Hemoglobina
Corpuscular Média ~ 28,82+3,99  28,97+4,02  27,34+4.64 0,032* 2687+2,66  26,96+461  28,3243,38  0,413*
(p9)
Concentragdo
Hemoglobina . -
Compuscular Média 320230 L6274 32108230 0543  320:118 31626200 3186+227 0723
(g/dl)
Reticulécito (%) 7244463  827+476  9,0+836  0610* 3144195  835+440  7,02+414  <0,001*
HEMOGLOBINAS
*
Hemoglobina S (%) 87914644  86,97+6,60 86594664 000 90314556  87,39+599 86834632 0,220
*
Hemoglobina A2 (%)  3,02+110  313+099 322410 °°0%" 3084086 3024098  325+107  0,627**
H *
Hemog'(‘f;)')”a Fetal g 464669 10244672 10164670 708" 608514  9,86+627  0,814634  0,148%*
LEUCOCITOS
. 0 1527945646  15168,65+5  15405,08+1 . 14366,67+4 14032,08+5  13364,08+4 .
Leucocitos x 10°/L. 24 631,21 012304 0% 680,61 952,98 614,66 0,840
Neutréfilo Segmentado 755571433  7356,31433 76245833 1., 6103,67+22 703520435 727335437  g.c.
x 106/L 59,35 65,08 65,08 ’ 54,40 73,92 09,42 '
Bastonete Segmentado  75.20+1606  7168:2135 6639£1937 (o  qoaisqq 56491724 6005:1355 oo
X 108/L 8 7 4 7 5
e 6 468,46+712, 542,04+906, 555,40+698, . 879,60+105 577,49+975, 383,19+615, .
Eosindfilo x 10°/L 77 03 75 0,486 187 38 52 0,169
" 6 508,23+516, 568,38+589, 713,51+141 . 817,604584, 600,24+100 363,71+413, .
Mondcitos x 10°/L 27 80 475 0,903 31 5,12 71 0,081
o 6 6531,09436  6092,08+28  6352,41+49 . 550310428 6268,85438  4941,70+24 .
Linfocito x 10°/L 02,41 00,31 90,24 0,420 86,72 30,79 68,56 0,502
PLAQUETAS
0 427,0+146,0 43567+132, 428,09+141, 0,902* 388,25+187, 369,06+134, 410,84+178 .
Plaquetas, x 10°/L 4 43 89 - o4 69 499 0,707
DP: Desvio Padrdo ~ N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova
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6.3 ANALISES DAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS CLINICAS, DADOS

HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

As andlises estatisticas que envolvem dados hematoldgicos, bioquimicos e o historico dos
eventos clinicos demonstraram associacdo em proteinas totais séricas naqueles com historico de
alteracdes Osseas (p= 0.029); contagem global de mondcitos naqueles com histérico de colelitiase
(p= 0,017); creatinina sérica naqueles com histérico de dactilite; bilirrubina direta naqueles com
historico de necrose avascular (p= 0,022); contagem global de linfocitos atipicos naqueles com
histérico de priapismo (p<0.001); dosagem da alanina aminotransferase (ALT) naqueles com
histérico de retinopatia (p= 0,010); contagem global de eosindfilos e basofilos naqueles com
historico de sequestro hepatoesplénico (p= 0,006 e p= 0,033, respectivamente). Os pacientes com
insuficiéncia renal e AVC ndo apresentaram diferencas estatisticas nos valores analisados. Os dados
significativos estdo enumerados nas tabelas 11 a 20.

A consulta retrospectiva aos prontuarios de acompanhamento ambulatorial de 1799 pacientes
com AF demonstrou que 1368 pacientes (76.04%) apresentaram pelo menos um evento vaso-
oclusivo e 1475 (81.98%) tiveram pelo menos uma internagdo. Destes 856 (47,6%) apresentaram
crise algica; 1268 (70,5%) crises vaso-oclusivas; 115 (6,4%) sindrome torécica aguda (STA); 53
(2,9%) dor abdominal e 24 (1,3%) dos 924 homens apresentaram priapismo. Novecentos e
dezesseis (52,3%) pacientes realizaram pelo menos uma transfusdo sanguinea nos dois ultimos
anos. O registro de infeccdo foi frequente em 638 (43,5%), sendo a pneumonia a mais frequente
com 347 (23,6%) relatos. Cento e quinze (6,4%) pacientes foram acometidos por pelo menos um
evento de AVC e 111 (6,2%) por Ulcera maleolar. Quando estratificamos a idade para menor de 21
anos, a ocorréncia de dactilite (sindrome mao) foi de 3,5% (40) e de sequestro esplénico em 14,3%
(163) nos 1141 pacientes pediatricos. A Sindrome toracica aguda e hospitalizaces foram mais
frequentes em homens que mulheres. Além disso, 0s pacientes homens ficaram mais tempo
hospitalizados que as mulheres (média de 1 a 2 dias a mais - dado ndo mostrado). As frequéncias de

outros eventos clinicos estdo enumeradas na tabela 3.
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Tabela 11. Andlises de dados hematoldgicos, bioquimicos e hospitalizagdes em pacientes com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

INTERNACOES HOSPITALARES

DADOS
HEMATOLOGICOS E Valor P
_ EVENTO ,
BIOQUIMICOS ; N MEDIA + DP
CLINICO
_ Né&o 512 87,285 6,1936
Hemoglobina S (%) i 0,008*
Sim 595 88,255 5,9285
) Né&o 528 3,080 1,0112
Hemoglobina A2 (%) i 0,001*
Sim 605 2,860 1,0205
_ Né&o 512 9,64 6,37
Hemoglobina Fetal (%0) _ 0,045**
Sim 595 8,89 6,19
Né&o 248 | 563,004 | 875,5640
Eosindfilos x 10%/L _ 0,019**
Sim 349 | 736,920 | 904,6691
_ 6 Né&o 248 | 484,710 | 462,5691
Monocitos x 10°/L i <0,001*
Sim 346 | 710,318 | 784,7151
) _ ) 6 Né&o 216 0,120 0,4141
Linfdcito Atipico x 10°/L i 0,003**
Sim 296 0,277 0,6822
o Né&o 27 89,78 22,15
Triglicerideos, mg/dL _ 0,041*
Sim 92 112,27 20,0
DP: Desvio Padrdo  N: NUmero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova
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Tabela 12. Anélises de dados hematologicos e crises algicas em pacientes com anemia falciforme

de Salvador-Bahia.

CRISES ALGICAS
DADOS
HEMATOLOGICOS E Valor P
. EVENTO i
BIOQUIMICOS ; N MEDIA + DP
CLINICO
Hemoglobina Né&o 354 28,191 4,6986
o i 0,015*
Corpuscular Media, pg Sim 652 27,622 4,5811
6 Né&o 209 89,268 209,6850
Bastonetes x 10°/L _ <0,001**
Sim 395 169,397 | 325,8572
o 6 Né&o 208 503,774 | 831,8125
Eosinofilos x 10°/L _ <0,001**
Sim 397 747,947 | 910,0921
_ 6 Né&o 208 520,716 | 884,6354
Monocitos x 10°/L _ 0,013*
Sim 394 664,264 | 525,3936
Né&o 230 41,817 15,7467
Linfécitos x 10%/L _ 0,007*
Sim 400 38,695 12,8155
DP: Desvio Padrdo ~ N: NUmero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova
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Tabela 13. Andlises de dados hematoldgicos, bioquimicos e dores abdominais em pacientes com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

DORES ABDOMINAIS

DADOS
. Valor P
HEMATOLOGICOS | EVENTO .
. , N MEDIA + DP
E BIOQUIMICOS CLINICO
) 6 3 Né&o 998 2,844 0,6744
Hemécias x 10°/mm _ 0,008**
Sim 141 3,129 0,6026
Né&o 1038 24,580 4,7028
o : 0,030**
Hematocrito (%) Sim 138 26,263 3,8743
_ _ Né&o 323 | 204239,604 | 144694,2780
Reticulécito (%0) _ 0,010**
Sim 120 | 301095,000 | 339157,0813
o 6 N&o 564 6115,809 3522,0708
Linfocito x 10°/L _ 0,020*
Sim 129 4574,276 1992,1309
_ Né&o 127 4,112 0,7353
Albumina g/dL i 0,005*
Sim 33 5,367 1,1930
Desidrogenase latica, Néo 241 817,098 527,0126 0.010*
U/L Sim 50 507,250 296,5312 '
o Né&o 114 106,596 48,5191
Triglicerideos, mg/dL i <0,001*
Sim 45 120,200 90,2009
DP: Desvio Padrdo ~ N: NUmero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova



78
Tabela 14. Andlises de dados hematoldgicos, bioquimicos e dores 6sseas em pacientes com anemia

falciforme de Salvador-Bahia.

DORES OSSEAS
DADOS
HEMATOLOGICOS Valor P
. EVENTO ,
E BIOQUIMICOS , N MEDIA + DP
CLINICO

_ Néo 1187 2,983 1,0384
Hemoglobina A2 (%) _ 0,004*

Sim 154 2,127 0,9378

Volume Corpuscular Né&o 893 86,940 13,9410
o i 0,023**

Médio (fL) Sim 123 89,984 13,7314

o 6 Né&o 551 40,385 14,1530
Linfdcito x 10°/L _ 0,009*

Sim 79 36,000 12,5269

) Né&o 109 3,270 0,8036
Globulina, g/dL _ 0,023*

Sim 19 3,737 0,8789

DP: Desvio Padrdao  N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova
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Tabela 15. Andlises de dados hematoldgicos, bioquimicos e insuficiéncia cardiaca em pacientes

com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

INSUFICIENCIA CARDIACA
DADOS
HEMATOLOGICOS
p EVENTO 3 Valor P
E BIOQUIMICOS . N MEDIA + DP
CLINICO
) 6 5 Né&o 982 2,866 0,6737
Hemécias x 10°/mm i 0,027**
Sim 57 2,663 0,6518
Volume Corpuscular Né&o 959 87,081 13,9018
- - 0,033**
Médio (fL) Sim 57 91,132 14,2317
Hemoglobina Né&o 950 27,739 4,6012
Corpuscular Média ) 0,019**
Sim 56 29,226 4,9015
(p9)
_ _ Né&o 335 7,055 4,9951
Reticulécito (%0) _ 0,012*
Sim 43 9,109 5,0332
o Né&o 888 395,57 141,123
Plaquetas x 10°/L i 0,041**
Sim 54 436,09 138,562
) 5 Né&o 555 | 591,058 | 683,5103
Mondcitos x 10°/L i 0,003*
Sim 47 893,447 | 477,7411
Linfocito Atipico x Né&o 478 0,165 0,5569
6 i 0,000*
10°/L Sim 41 0,707 0,6798
Né&o 61 102,738 42,0650
Ferro Sérico, mcg/dL _ 0,026**
Sim 36 152,500 | 163,7698
Desidrogenase latica, Né&o 220 | 746,671 512,1531
0,001**
U/L Sim 41 | 1043,854 | 490,0448

DP: Desvio Padrdo ~ N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova
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Tabela 16. Analises de dados hematoldgicos, bioguimicos e insuficiéncia respiratéria em pacientes

com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

INSUFICIENCIA RESPIRATORIA
DADOS
HEMATOLOGICOS E
. EVENTO . Valor P
BIOQUIMICOS B N MEDIA + DP
CLINICO
) Néo 989 24,527 46172
Hematocrito (%) i 0,008*
Sim 87 25,920 5,2567
Volume Corpuscular Né&o 939 | 87,049 13,9932
o i 0,039**
Médio (fL) Sim 77 90,468 13,0117
Concentracdo Hemoglobina Né&o 984 | 31,874 2,8616 0.023%
Corpuscular Média (g/dl) Sim 90 31,140 3,5340 '
Néo 235 | 824,914 | 524,8476
Desidrogenase latica, U/L _ 0,003*
Sim 26 508,115 | 362,9639
DP: Desvio Padrdao  N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova



81
Tabela 17. Andlises de dados hematologicos, bioquimicos e eventos clinicos em pacientes com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

SINDROME TORACICA AGUDA
DADOS
HEMATOLOGICOS Valor P
. EVENTO 3
E BIOQUIMICOS ; N | MEDIA + DP
CLINICO
_ 5 5 Né&o 956 2,870 0,6767
Hemécias x 10°/mm i 0,012**
Sim 83 2,677 0,6156
_ Né&o 1024 | 7,859 1,5388
Hemoglobina g/dl i 0,004**
Sim 86 7,368 1,3422
) Nao 991 24,741 4,6730
Hematocrito (%) _ 0,015**
Sim 85 23,459 4,6893
Né&o 898 | 14,853 5,7069
o o i 0,002*
Leucdcitos x 10°/L Sim 84 17,026 9,2678
_ 6 Né&o 541 | 586,847 | 510,9661
Monocitos x 10°/L i 0,003**
Sim 61 | 861,393 | 1461,5264
Né&o 537 | 5948,322 | 3328,7124
o 6 _ 0,046*
Linfécito x 10°/L Sim 56 |6923,589 | 4618,8943
HDL Colesterol, Néo 103 | 48,262 12,5315
_ 0,001*
mg/dL Sim 13 | 104,385 | 173,5533

DP: Desvio Padrdo  N: NUumero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova
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Tabela 18. Anélises de dados hematoldgicos, bioguimicos e eventos de Ulcera maleolar em

pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

ULCERA MALEOLAR
DADOS
HEMATOLOGICOS Valor P
~ EVENTO .
E BIOQUIMICOS _ N MEDIA | +DP
CLINICO

) Nao 1225 87,713 6,0330
Hemoglobina S (%) i 0,003**

Sim 88 89,682 5,7045

Hemoglobina Fetal Né&o 1225 9,337 6,2672
i 0,007**

(%) Sim 88 7,466 5,9653

) 6 Nao 573 0,117 0,4164
Basofilo x 10°/L _ 0,026*

Sim 43 0,279 0,8543

Linfécito Atipico x Néao 481 0,193 0,5184
6 - 0,041*

10°/L Sim 38 0,395 1,1280

Uréi L Néao 280 18,60 7,08
réia, m *
J Sim 43 23,32 9,69 0,003
DP: Desvio Padrdo  N: NUmero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova
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Tabela 19. Analises de dados hematoldgicos, bioguimicos e eventos de Crises Vaso-Oclusivas em

pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

CRISES VASO-OCLUSIVAS

DADOS
HEMATOLOGICOS Valor P
~ EVENTO .
E BIOQUIMICOS B N MEDIA +DP
CLINICO
Nao 112 | 486,045 | 649,5812
Eosinéfilos x 10%/L : 0,019*
Sim 493 | 704,428 | 932,8770
) 6 Néo 112 | 463,973 | 441,9329
Monacitos x 10°/L _ 0,009*
Sim 490 | 649,110 | 712,8370
o 6 Néo 116 43,397 15,8969
Linfocitos x 10°/L _ 0,002**
Sim 514 39,031 13,4550
Linfécito Atipico x Néao 97 0,093 0,3841
6 _ 0,031**
10°/L Sim 422 0,235 0,6199
Alanina Néao 45 69,08 78,40
] _ 0,045*
aminotransferase, U/L Sim 362 57,80 89,79
Bilirrubina Direta, Nao 34 2,618 40339
i <0,001*
mg/dL Sim 201 1,215 1,4283
DP: Desvio Padrdo  N: NUmero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova
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Tabela 20. Analises de dados hematoldgicos, bioquimicos e episodios infecciosos em pacientes com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

INFECCAO
DADOS
HEMATOLOGICOSE | EVENTO . Valor P
BIQUIMICOS cLinico| N | MEDIA | £DP
Néo 487 8,028 1,5255
- 1 i) +*
Hemoglobina g/dlI Sim c57 7 644 12642 <0,001
Néao 476 25,172 4,7368
7 - 0 ] ] *
Hemataocrito (%0) Sim =15 24310 26453 0,004
Volume Corpuscular Néo 455 | 88,687 | 12,5185 0.004%
Medio (fL) Sim 518 86,139 14,6566 ’
Hemoglobina Néo 452 28,443 4,4047 0.000*
Corpuscular Média (pg) Sim 514 | 27,185 4,7552 ’
Concentracao Néo 472 | 31,988 2,6681
Hemoglobina . 0,037*
Corpuscular Média (g/dl) Sim >46 | 31,602 31317
Néao 115 6,480 45109
- 7 - 0 b ] *%
Reticuldcito (%) Sim 239 7 621 5 1200 0,042
Bastonete Segmentado x Néo 237 | 98,418 | 253,8477 0.002%
10%/L Sim 341 | 173,701 | 317,0575 '
Néo 238 | 536,382 | 852,5802
- e 6 1 ’ Kk
Eosinoéfilos x 10°/L Sim 341 | 753284 | 8414700 0,003
Monécitos x 105/ Néao 236 | 499,466 | 488,5520 <0.001*
Sim 341 | 680,748 | 612,0721 ’
Néo 193 0,135 0,4814
- Ve - ’ - 6 b 1) *
Linfocito Atipico x 10°/L Sim 309 0.239 0.6038 0,042
Bilirrubina Direta, Néao 81 1,025 0,7768 0.035*
mg/dL Sim 137 1,618 2,4414 '
) L. Né&o 66 458,09 346,17
Desidrogenase latica, U/L Sim 197 35643 31454 0,028
LDL Colesterol, mg/dL Nao 24 31,708 | 29,9775 0,043*
Mg Sim 85 | 22965 | 136821 |
DP: Desvio Padrdo ~ N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis  ** Anova
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6.4 BIOMARCADORES CLASSICOS, DADOS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMCOS EM

PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Os pacientes foram classificados em dois grupos de acordo com os niveis de hemoglobina
fetal (HbF) , aqueles com HbF > 6.0% e com HbF < 6.0%. Este valor percentual foi estabelecido
apos realizacdo da Curva ROC, conseguindo dessa forma, evitar desvios de erros no percentual de
HbF entre os grupos graves e menos graves. Além disso, também utilizamos valores médios dos
quartis encontrados atraves de andlise descritiva desta variavel. Com isso verificamos o valor
percentual mais frequente dentro dos valores medianos encontrados em até 50% de nossa
amostragem. Concluimos assim que o melhor valor para a HbF foi 6% (seis). Estdo enumerados na
tabela 21 os resultados das analises entre os grupos de pacientes com concentracdo diferenciada de
HbF e os dados hematol6gicos e bioquimicos.

O estabelecimento de valores utilizando a Curva ROC e os valores médios dos quartis
encontrados pela andlise descritiva também foram realizados para o nimero de leucdcitos (15,00
10°%/L), contagem de reticulécitos (5%), plaquetas (375 x10%/L) e concentragdo de hemoglobina
(7g/dl). Estes dados estdo enumerados nas tabelas 22 a 25.



Tabela 21. Andlise da concentragdo de hemoglobina fetal (> e < 6%), dados hematoldgicos e

bioquimicos em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Hemoglobina Fetal

Hemoglobina Fetal

<6% >6% Valor P
N
HEMOLISE
Hemécias, x10%/mm® 904 2,77+0,61 2,86+0,68 0,050
Hemoglobina, g/dL 904 7,63+1,44 7,94+1,48 0,002
Hematdcrito, % 904 24,18+4,77 24,87+4,45 0,029
Volume Corpuscular Médio, fL 904 88,98+13,55 87,88+12,85 0,354
Hemoglobina Cg;puscular Média, 904 28214373 28,0+3,80 0,644
Concentragdo Hemoglobina 904 31,73+2,87 31,96+3,02 0,266
Corpuscular Média, g/dI
Reticulécito, % 432 7,63+4,60 6,80+4,84 0,153
CONTAGEM LEUCOCITARIA
Leucécitos x 10°/L 832 15,14+5,08 14,68+5,85 0,526
Neutréfilos Segmentados x10°%/L 832 7810,79+3665,44 7418,70+3333,54 0,251
Bastonetes Neutréfilos x 10%/L 832 127,78+251,97 124,19+284,83 0,233
Eosinéfilos Segmentados x 10%/L 832 684,82+882,81 592,14+877,26 0,888
Monécitos x 10%/L 832 630,32+665,39 502,22+506,79 0,020
Linfécitos X 10°/L 832 6203,04+2886,39 5842,80+3478,73 0,018
PLAQUETAS
Plaguetas, X 10°/L 904 399,86+149,10 393,14+140,39 0,490
METABOLISMO LIPIDICO
Colesterol Total, mg/dL 448 121,68+20,65 121,64+28,35 0,123
HDL Colesterol, mg/dL 448 48,31+10,50 62,20+86,76 0,993
LDL Colesterol, mg/dL 448 26,44+14,36 22,96+20,88 0,342
Triglicerideos, mg/dL 448 128,84+66,56 92,89+32,77 0,398
HEMOLISE HEPATICA
Aspartato Aminotransferase, U/L 448 64,68+110,68 70,03+160,59 0,622
Bilirrubina Direta, mg/dL 448 1,20£1,03 1,59+2,36 0,523
Bilirrubina Indireta, mg/dL 448 2,92+3,72 2,60+2,17 0,446
Ferro Sérico, mcg/dL 448 124,74+61,24 155,09+170,03 0,253
Ferritina, ng/mL 448 388,58+428,39 333,27+345,60 0,720
Desidrogenase latica, U/L 860,69+567,57 740,85+530,86 0,238
DISFUNCAO HEPATICA
Alanina Aminotransferase, U/L 228 49,38+147,89 43,34+127+,05 0,708
Proteina Total, g/dL 228 7,45+0,97 7,56+0,81 0,777
Albumina, g/dL 228 4,14+0,63 4,19+0,81 0,339
Globulina, g/dL 3,38+0,96 3,43+0,75 0,761
RENAL
Uréia, mg/dL 448 18,83+7,97 18,78+7,0 0,241
Creatinina, mg/dL 448 2,79+11,87 3,77+15,79 0,960

DP: Desvio Padrao

N: NUmero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

** Anova
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Tabela 22. Andlise do nimero de leucécitos (> e < 15,0 x10%L), dados hematolégicos e

bioquimicos em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

N
Hemoglobina S (%) 904 87,38 £ 6,7 88,47+5,64 0,016
Hemoglobina A2 (%) 904 3,02+0,99 2,93+0,98 0,168

Hemoglobina Fetal (%) 904 9,72+6,64 8,85+5,69 0,050
Hemacias, x 10°/mm? 904 2,94+0,66 2,75+0,58 <0,001
Hemoglobina, g/dL 904 8,08+1,53 7,46+1,21 <0,001
Hematocrito, % 904 25,22+4,79 23,70+3,92 <0,001
Volume Corpuscular Médio, fL 904 87,39+12,85 88,05+13,72 0,459
Hemoglobina Cg;pus"”'ar Média, g4 28,14+3,87 27,7043.74 0,090
Concentracao Hemoglobina g, 31,89+2,60 31,47+2,66 0,013

Corpuscular Média, g/dl

Reticulécito, % 432 7,03+5,05 7,92+4,86 0,113
Plaquetas, X 10°/L 904 393,84+138,28 415,29+146,10 0,032
Colesterol Total, mg/dL 448 124,01+25,24 116,05+23,86 0,127
HDL Colesterol, mg/dL 448 58,41+74,04 47,31+11,39 0,355
LDL Colesterol, mg/dL 448 28,20+23,84 22,79+12,02 0,188

Triglicérides, mg/dL 448 107,42+48,57 106,56+54,79 0,931

Aspartato Aminotransferase, U/L 448 66,04+145,83 58,14+78,63 0,537
Bilirrubina Direta, mg/dL 448 1,34+1,85 1,63+2,52 0,315
Bilirrubina Indireta, mg/dL 448 2,60+2,64 3,34%5,12 0,123
Ferro Sérico, mcg/dL 448 119,89+198,63 157,71+167,92 0,143
Ferritina, ng/mL 448 394,52+652,41 413,04+363,10 0,792
Desidrogenase latica, U/L 844,85+570,59 747,57+453,89 0,159
Alanina Aminotransferase, U/L 228 43,39+£143,90 37,45+79,93 0,537
Proteina Total, g/dL 228 7,42+0,82 7,41+1,23 0,985
Albumina, g/dL 228 4,1840,65 4,05+0,96 0,386

Globulina, g/dL 3,32+0,82 3,36+1,02 0,780

Uréia, mg/dL 448 19,57+7,73 24,34+77,63 0,399
Creatinina, mg/dL 448 1,80+2,47 4,36+17,26 0,057

DP: Desvio Padrao N: NUmero de Pacientes ** Anova



Tabela 23. Andlise da contagem de reticuldcitos (> e < 5%), dados hematologicos e bioquimicos em

pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Reticulécito Reticulécito
<5% > 504 Valor P
Eventos Clinicos N
Hemoglobina
Hemaoglobina S (%) 432 87,55+5,94 87,92+6,17 0,645
Hemoglobina A2 (%) 432 2,91+1,0 3,12+0,99 0,106
Hemoglobina Fetal (%) 432 9,64+6,27 9,1246,17 0,515
Leucocitos
Leucdcitos x 10%/L 432 14,08+5,04 15,2746,41 0,105
Neutréfilo Segmentado x 106/L 432 7007,64+3044,93 7524,39+3597,59 0,244
Bastonete Segmentado x 10%/L 432 162,39+263,41 144,33+298,02 0,623
Eosindfilo x 10%/L 432 753,31+1029,26 887,65+882,21 0,253
Mondcitos x 10°%/L 432 628,76+502,52 839,17+809,25 0,006
Linfécito x 10%/L 432 5301,01+2853,70 5848,33+3089,17 0,159
Plaquetas
Plaquetas, x 10°/L 432 382,73+144,14 423,89+137,83 0,014
Metabolismo lipidico
Colesterol Total, mg/dL 432 132,86+19,95 118,66+28,94 0,074
HDL Colesterol, mg/dL 432 80,20+125,71 47,10+12,76 0,023
LDL Colesterol, mg/dL 432 130,12+21,91 118,79+29,09 0,048
Triglicerideos, mg/dL 432 97,68+43,30 109,31+53,76 0,351
Hemolise Hepatica
Aspartato ArS'/’ﬂo”a”Sferase’ 432 44,60+30,45 54,49+46 48 0,127
Bilirrubina Direta, mg/dL 432 0,88+0,323 1,17+41,40 0,174
Bilirrubina Indireta, mg/dL 432 1,83+1,50 2,67+2,05 0,006
Ferro Sérico, mcg/dL 432 139,84+152,25 124,73+88,01 0,560
Ferritina, ng/mL 432 379,0+434,08 393,90+427,97 0,827
Desidrogenase latica, U/L 432 754,21+555,29 979,09+451,95 0,013
Disfuncao Hepatica
Alanina Aminotransferase, U/L 432 24,53+25,33 37,91+59,21 0,202
Proteina Total, g/dL 228 7,49+1,11 7,40+0,98 0,699
Albumina, g/dL 228 4,12+0,60 4,15+0,84 0,869
Globulina, g/dL 228 3,561+0,73 3,29+0+83 0,234
Renal
Uréia, mg/dL 432 18,07+8,05 18,75+6,72 0,519
Creatinina, mg/dL 432 1,58+1,70 3,13+15,08 0,461

DP: Desvio Padrao

N: NUmero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

** Anova
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Tabela 24. Analise entre o niimero de plaquetas (> e < 375 x 10%/L), dados hematolégicos e

bioquimicos em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Plaquetas Plaguetas
N <375 X 10°/L > 375 X 10°/L ValorP
PERFIL DE HEMOGLOBINA
Hemoglobina S (%) 904 87,25+6,41 87,57+6,13 0,471
Hemoglobina A2 (%) 904 2,97+0,99 3,0+1,03 0,638
Hemoglobina Fetal (%) 904 9,77+6,61 9,41+6,46 0,439
HEMOLISE
Hemaécias, x 10/mm’ 832 2,87+0,72 2,82+0,63 0,343
Hemoglobina, g/dL 832 7,84+1,72 7,80+1,23 0,804
Hematocrito, % 832 24,72+5,30 24,44+3,87 0,354
Volume Corpuscular Médio, fL 832 87,66+14,56 87,39+13,94 0,769
Hemoglobina ngpuscu'ar Média,  g35 27,82+4,87 28,10+4,52 0,369
Concentracdo Hemoglobina 4, 31,69+3,06 32,08+2,86 0,044
Corpuscular Média, g/dI
Reticulécito, % 832 6,89+4,96 7,5345,04 0,253
CONTAGEM LEUCOCITARIA
Leucécitos X 10°/L 832 14,72+6,23 15,19+5,76 0,251
Neutréfilos Segmentados x 10%/L 832 7520,12+3806,09 7845,68+3645,63 0,296
Bastonetes Neutr6filos x 10%/L 832 139,65+311,44 135,19+274,93 0,854
Eosinéfilos Segmentados x 10%/L 832 598,0+773,66 697,15+968,32 0,180
Mondcitos x 10°/L 832 533,08+466,60 652,85+£737,95 0,024
Linfécitos x 10%/L 832 6045,82+3574,21 5986,97+3359,31 0,839
METABOLISMO LIPIDICO
Colesterol Total, mg/dL 448 122,36+30,66 120,94+25,17 0,784
HDL Colesterol, mg/dL 448 64,28+102,27 49,59+12,08 0,220
LDL Colesterol, mg/dL 448 29,29+26,51 24,75+16,74 0,275
Triglicérides, mg/dL 448 101,30+49,46 110,17+51,08 0,370
HEMOLISE HEPATICA
Aspartato Aminotransferase, U/L 448 77,03+187,93 60,43+93,85 0,289
Bilirrubina Direta, mg/dL 448 1,65+2,68 1,22+1,41 0,122
Bilirrubina Indireta, mg/dL 448 2,56+3,25 2,97+3,96 0,416
Ferro Sérico, mcg/dL 448 163,40+190,39 115,09+56,82 0,057
Ferritina, ng/mL 448 401,90£759,75 370,54+383,28 0,642
Desidrogenase latica, U/L 448 735,71+474,71 908,98+559,75 0,021
DISFUNCAO HEPATICA
Alanina Aminotransferase, U/L 228 48,29+142,91 42,48+121,19 0,692
Proteina Total, g/dL 228 7,31+0,84 7,46%1,02 0,408
Albumina, g/dL 228 4,1310,60 4,1440,83 0,934
Globulina, g/dL 3,18+0,78 3,40+0,84 0,171
RENAL
Uréia, mg/dL 448 19,59+8,56 22,75+62,80 0,578
Creatinina, mg/dL 448 3,24+10,17 2,29+8,58 0,401
DP: Desvio Padrdo ~ N: Numero de Pacientes  * Kruskal-Wallis ~ ** Anova
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Tabela 25. Analise da concentracdo de hemoglobina (> ¢ < 7,0 g/dl) e dados hematoldgicos e

bioquimicos em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Hemoglobina Hemoglobina
N <7,0 gldL >7,0 gldL Valor P
PERFIL DE HEMOGLOBINA
Hemoglobina S (%6) 904 88,76+5,62 87,3746,13 0,012
Hemoglobina A2 (%) 904 3,04+0,90 2,96+1,01 0,374
Hemoglobina Fetal (%6) 904 8,2045,86 9,66+6,38 0,011
CONTAGEM LEUCOCITARIA
Leucdcitos X 10%/L 832 16,17+6,43 14,52+6,0 0,010
Neutr6filos Segmentados X 10°%L 832 7754,96+3444,24 7706,05+3669,54 0,888
Bastonetes Neutréfilos X 10°/L 832 184,89+342,41 131,74+280,95 0,098
Eosindfilos Segmentados X 10°%/L 832 644,08+918,64 661,28+884,57 0,860
Mondcitos Segmentados X 10%/L 832 536,96+516,54 625,32+698,68 0,239
Linfécitos X 10°/L 832 6470,13+3538,17 5952,02+3452,55 0,182
HEMOLISE
Reticuldcito, % 448 8.24+6.14 7.13+4.87 0.149
PLAQUETAS
Plaquetas, X 10%/L 904 362,73+152,67 403,37+139,22 0,002
METABOLISMO LIPIDICO
Colesterol Total, mg/dL 448 119,22+29,36 123,86+26,27 0,378
HDL Colesterol, mg/dL 448 62,18+95,35 50,69+11,62 0,341
LDL Colesterol, mg/dL 448 24,30+12,16 26,70+24,07 0,547
Triglicerideos, mg/dL 448 112,51455,75 101,31+46,71 0,256
HEMOLISE HEPATICA
Aspartato Aminotransferase, U/L 448 60,04+78,86 68,97+159,93 0,537
Bilirrubina Direta, mg/dL 448 1,767,0 1,30+1,3 0,138
Bilirrubina Indireta, mg/dL 448 5,07£767 2,42+2 36 <0,001
Ferro Sérico, mcg/dL 448 93,94+27,04 141,25+137,84 0,176
Ferritina, ng/mL 448 453,78+775,35 366,27+377,90 0,191
Desidrogenase latica, U/L 448 648,78+492,27 821,95+524,82 0,099
DISFUNCAO HEPATICA
Alanina Aminotransferase, U/L 228 40,96+84,18 45,44+145,29 0,743
Proteina Total, g/dL 228 7,48+0,835 7,32+1,08 0,381
Albumina, g/dL 228 4,18+0,56 4,07+0,89 0,435
Globulina, g/dL 3,3040,79 3,35+0,90 0,773
RENAL
Uréia, mg/dL 448 26,02+77,38 18,82+6,64 0,203
Creatinina, mg/dL 448 5,50+20,62 2,87+12,24 0,186

DP: Desvio Padrao

N: NUmero de Pacientes

* Kruskal-Wallis

** Anova
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6.5 BIOMARCADORES CLASSICOS E HISTORIA CLINICA EM PACIENTES COM

ANEMIA FALCIFORME

Estdo enumerados nas tabelas 26 e 27 as analises dos biomarcadores classicos e eventos

clinicos nos pacientes com AF.



Tabela 26. Analises entre biomarcadores classicos e dados clinicos em pacientes com anemia

falciforme de Salvador-Bahia.

oo Total HbF<60% HbF>60% RP (9!_)%/0) Vajor
Leucdcitos<  Leucdcitos >
15,0 x10%L 15,0 x10%/L
:R[];:JIII(’:;Q:’:II: g.?g 983 52477 4008l 241 13%% 0,034
Plaquetas < Plagquetas >
375x 10°%L  375x10°L
I ardlos g.?g 943 41179 43770 194 1305% 0.027%
Reticulocito Reticulocito
<5% > 5%
iyiieg g.?z 378 gi 19680 20 1321?3 0,002
Hemoglobina Hemoglobina
<7,0 gldL > 7,0 gldL
Andominal TS 1112 i = 25 oo 0000*
Avascular gﬁg 11z 4;29 61256 2,05 %1%11 0,046
%Il’nd,ro_me Né&o 423 603 1.19- N
X;?J(g;a sim 1112 48 38 1,80 287 0,012
Crises Vaso- 2':’;;’ 1112 iég 222 1,30 11%16 0,043

HbF: Hemoglobina Fetal

IC: Intervalo de confianca

RP: Razdo de Prevaléncia

* Yates corrigido
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6.6 ANALISE COMBINATORIA ENTRE A HISTORIA CLINICA E MARCADORES

CLASSICOS UTILIZANDO MEDIANA DE QUARTIS

As analises de mediana de quartis foram realizadas tendo como base os individuos que
apresentaram quartis de 25 e 75, com exclusdo dos pacientes que apresentaram quartis 50.

Estdo enumerados nas tabelas 28 a 32 as analises dos biomarcadores classicos e eventos
clinicos, sendo que para as analises foram considerados os valores de quartis para idade,
concentracdo de hemoglobina, nimero de hemacias, plaquetas, leucocitos, HDL - colesterol e

ferritina.
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Tabela 27. Andlises dos eventos clinicos e quartis extremos (25 e 75) das idades em pacientes com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Idade | ldade
EVENTOS
(o)
CLINICOS Total <12 > 28 RP IC (95%) Valor P
anos | anos
Alteracdes Né&o 449 3
L, - 7’4 < , **
Osseas Sim 846 372 21 8,85 2,93 0.001
Crise Algica 22 | gag 20 | 162 |94 | 146258 | <0,001*
g Sim 189 | 2057 | A !
Dor Abdominal Néo 846 441 11 9,80 1,31-204.1 0,003**
I - b i)
Sim 3931 01 ’ ’
Dores Osseas Nao 846 439 13 580 | 1,24-37,45 0,006*
Sim 3921 02 ’ ’ ’ ’
Insuficiéncia Nao 425 27
) - 12,45 | 2,86-76,23 <0, *x
Cardiaca Sim 846 3921 02 0,001
Insuficiéncia Néo 448 04
6 4.43 1,37-15,93 , *x
Renal Sim 84 379 151 0,003
Sequestro Né&o 373 79
) - 4 2,57 1,61-4,11 <0,001*
Esplénico Sim 846 364 301 000
Sindrome Néao 407 45
. _ 4 52 1,77-7,14 , *
Toracica Aguda [&im ™| %% e 12 ] °° <0001
Ulcera Maleolar Néo 846 444 08 6,62 | 2,94-1548 <0,001*
Sim 352 421 ' ’ ’ ’
i - Nao 193 259
Crises Vaso _ 846 495 | 361-68 | <0,001*
oclusivas Sim 3101 84
Infeccao Nao 846 174 152 1,76 1,27-2,46 <0,001*
(; Sim 214 T 106 ] ] ] ]
3 Nao 293 24
Infecgdo do trato | N 846 516 | 1,84-15.63 | <0,001*
respiratorio Sim 3157 | 05
Pneumonia Nao 846 238 86 2,11 1,39-3,19 <0,001*
Sim 27471 47 ’ AR ’

RP: Razéao de Prevaléncia

* Yates corrigido

IC: Intervalo de confianga

** Teste Exato de Fisher
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Tabela 28. Analise dos dados clinicos e quartis extremos para os valores de hemoglobina, hemacias,

plaquetas e leucocitos em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

EVENTOS

Hemoglobina

Hemoglobina

pu [0)
CLINICOS Total <7.0 g/dl >9.0 g/dl RP1C(95%)  ValorP
Sindrome Nao 428 49 .
Toracica Aguda | Sim 801 308 16 220 119-412 0,005
. Nao 173 280 .
Infecgdo sim 759 172 134 2.08 1.53-2.82 <0,001
. Nao 300 154 «
Pneumonia sim 764 298 82 1.43 1.03-1.99 0,027
Transfusdo Néo 174 286 .
Sanguinea Sim 769 154 105 163 1.21-2.21 <0,001
Hemacia Hemacia
< 2.4 x 108/mm > 3.2 x 106/mm
Transfusdo Néo 92 176 .
Sanguinea Sim 545 119 158 144  1.01-2.07 0,038
. Nao 271 02 -
Dor Abdominal sim 553 367 13 480 1.02-31.04 0,003
Insuficiéncia Néo 251 22 .
cardiaca Sim 553 574 06 4.0 1.51-11.21 <0,001
Sindrome Néo 248 25
Toracica Aguda | Sim 553 269 11 247 113-546 0012
. Nao 171 80 .
Infeccédo Sim 518 05 2 155 1.03-2.33 0,027
Plaquetas Plaquetas
<302 x 10°/L > 486 x 10°/L
Crises Vaso- Né&o 157 77 «
oclusivas Sim 471 131 106 165 1.12-2.44 0,008
Leucécitos Leucécitos
<11.30 x 10%/L >17.0 x 10%/L
Sindrome Néo 231 13 .
Toréacica Aguda Sim 490 214 32 266 1.30-5.50 0,003
Nao 167 62
Pneumonia Sim 466 147 90 1.65 1.09-2.49 0,012*

RP: Razao de Prevaléncia

* Yates corrigido

IC: Intervalo de confianca
** Teste Exato de Fisher
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Tabela 29. Andlise dos dados clinicos e quartis dos dados bioquimicos para Desidrogenasse Latica,

HDL Colesterol, e Ferritina em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

Desidrogenas

Desidrogenas

EVENTOS e e
0)
CLINICOS Total Latica Latica RP 1€ (95%)  ValorP
<379.0U/L >1110.0U/L
iciénci Na 50 13 ) .14-352-
Insufl.(:|er,1(:.|a _ao 128 16.6 2.14-352 <0.001%*
Respiratoria | Sim 64 01 4 06
Dor Nao 55 08 .
Abdominal Sim 128 7 a0 9.31 1.12-204.6 0,009
Insuficiéncia  Nao 57 06
. - 12 422 1.44-12.92 ,002*
cardiaca Sim 8 45 20 o 0,002
i - Na 30 33
Crises Vaso- - N0, 278 123-633  0,006*
oclusivas Sim 16 49
Transfusdo Néao 29 32
- *
Sanguinea Sim 128 15 G 2.15 1.01-4.79 0,040
HDL HDL
Colesterol, Colesterol, >
< 40,0 mg/dL 56,0 mg/dL
Insuficiéncia  Né&o 29 03
, 2 1.40-32.31 , *x
cardiaca Sim 65 20 13 6.28 0-32.3 0,004
Ferritina Ferritina
<112.0 ng/ml > 480.0 ng/ml
3 Nao 38 50
Transfusdo ~ Nao -,/ 258 128-524  0,006*
Sanguinea Sim 20 68

RP: Razdo de Prevaléncia

* Yates corrigido

IC: Intervalo de confianga

** Teste Exato de Fisher
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6.7 ANALISE DE CORRELACAO BIVARIADA

A concentracdo da hemoglobina demonstrou significancia estatistica apenas com a STA
(p= 0,024), diminuindo consecutivamente seus eventos a medida que a concentracdo de
hemoglobina aumentava. Apesar da frequéncia dos eventos de internacGes (65 para 55%),
insuficiéncia respiratoria (7,5 para 1,9%) e necrose avascular (7,5 para 2,2%) diminuirem a medida
que a concentracdo de hemoglobina aumentava, ndo houve significancia estatistica,
respectivamente, p= 0,437; p= 0,335 e p= 0,061.

15 -
S ,
=~ SINDROME
S 1pod TORACICA
o AGUDA
>
(¢D)
©
o
o P=0,024
O
o
LL
0 | | | |
Q N 9 > ™

Hemoglobina, g/dL

Figura 7. Analise de correlagdo bivariada entre os valores de hemoglobina e sindrome toracica

aguda em pacientes com anemia falciforme.
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Outros eventos clinicos aumentaram sua frequéncia, como dores 0sseas (13,9 para 18,1% -
p= 0,214), colelitiase (6,7 para 8,4% - p= 0,151) e AVC (0,1 pra 4,3% - p= 0,730), apesar de ndo
demonstrarem significancia estatistica. Vale ressaltar que a frequéncia de dactilite aumentou quando
a concentracdo de hemoglobina variou entre 2 a 10 g/l. Quando a concentracdo de hemoglobina

esteve acima de 10g/dL nos pacientes, os eventos de dactilite cairam pela metade (p= 0,375).
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6.8 ANALISE UNIVARIDA ENTRE IDADE E HISTORIA CLINICA.

Andlise univarida realizada na intencdo de verificar a frequéncia de eventos clinicos
ocorridas nos pacientes com AF de acordo com a idade pediatrica (< 21 anos) e adulta (> 21 anos).

Os resultados estdo enumerados na tabela 30 e na figura 8.
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Tabela 30. Analise univarida dos eventos clinicos entre idades (> ¢ < 21 anoS) em pacientes com

anemia falciforme de Salvador-Bahia.

EVENTOS ldade  Pacientes ' reduencias

- E RP (1 Valor P
CLINICOS (anos) (N) dos Eventos (1) alor
(%)
T Sindrome Toracica >21 23 43
2,1(1,26-3,42 ,002
Aguda <211 86 8,51 ( ) 0,00
. > 28 5,23
AlteracOes Osseas 211 — 2,74 (1,53-4,91) <0,001
<21 20 1,98
Insuficiéncia cardiaca > 21 03 055 9,03 (2,7-36,45) <0,001
< 21 T @ 5 09 1 H H 1
. > 2 4
Ulcera Maleolar 211 22 84 3,92 (2,38-6,50) <0,001
<21 27 2,4
. >211 282 52,7
it Crise Algica =91 5 3.7 1,44 (1,16-1,77) <0,001
I Crises Vaso- >21 367 68,6
. 1 1,09-1,7
oclusivas <211 760 75,2 35 (109-L75) 0,007
Dor Abdominal > 21 06 112 3,73 (1,5-9,82 0,002
11 Dor Abdomina 2T m 0L 73 (1,5-9,82) ,
, >21 11 2,53
It Dores Osseas 8,17 (4,26-16,07)  <0,001
<211 148 14,64
e . 22 4,11
Insuficiéncia renal >211 22 = 2,37 (1,26-4,45) 0,008
<21 18 1,78
Sequestro >21 42 7,85
Hepatoesplénico <211 157 15,53 216 (1,49-3.14)  <0,001
Acidente Vascular >21 26 4,85
Cerebral <217 74 7.3 1.%5(101-251) 0028
* Total de 1547 pacientes. T Dactilite foi excluida

I Pacientes que tiveram 1 ou mais eventos clinicos

IC: Intervalo de Confianca 95% * Yates Corrigido
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Figura 8. Anélise univarida dos eventos clinicos entre idades (> e < 21 anos) em pacientes com
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anemia falciforme de Salvador-Bahia.
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6.9. ANALISE MULTIVARIADA EM MODELOS COM VARIAVEIS CLINICAS

DEPENDENTES E MARCADORES CLASSICOS DE PROGNOSTICOS NA ANEMIA
FALCIFORME

Em nosso estudo, a analise multivariada realizada foi a regressdo logistica binaria. A
variavel dependente foi representada pelos eventos clinicos apresentados pelos pacientes com AF e
as variaveis independentes pelos marcadores classicos de progndsticos ja conhecidos: Concentracao
da HbF (< e > 5%), contagem de reticulocitos (< e > 5%) e Leucocitos (< e > 15,0 x 109/L),
hapldtipos ligados ao grupo de genes da globina beta e presenca da talassemia alfa. Apds analise de
nossos resultados relativos a dados hematolégicos, decidimos adicionar como variavel independente
a contagem de plaquetas (< e > 375 x 10%L) e dosagem de hemoglobina (< e > 7 g/dl), além do
sexo dos pacientes.

Nossas analises demonstraram 0s homens sdo os mais afetados com os eventos clinicos
que acometem individuos portadores da AF. Verificamos que apesar de alguns marcadores classicos
de prognosticos na AF terem efeito isoladamente na clinica dos pacientes, como a hemoglobina
fetal, por exemplo, quando em sinergismo com outros marcadores, este efeito € bem mais
caracteristico (Tabelas 31 a 35).

Verificamos que os eventos de AVC, crises vaso-oclusivas e hospitalizacdes sdo cerca de
duas vezes mais frequentes nos homens com AF e que existe uma associacdo dependente do
sinergismo entre os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta e talassemia alfa para este
modelo. Pacientes homens com genotipo CAR e portador da talassemia alfa foram mais propensos
a ocorréncia desses eventos clinicos, enquanto o gendtipo Ben foi protetor. As analises dos eventos
de dores 6sseas demonstraram ndo haver relacdo do sexo, porém, pacientes com haplétipo CAR
com contagem de plaquetas maior que 375 x10%/1, demonstraram possuir ate trés vezes mais eventos

de dores Osseas (Tabela 31).
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Tabela 31. Analise de regressao logistica binaria para marcadores classicos de prognosticos e dados

clinicos em pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

VARIAVEIS
INDEPENDENTES

SEXO (MULHERES)
BEN/BEN vs CAR/BEN
RETICULOCITOS (<5%)

PAM

B VALOR P RP (%)

VARIAVEL DEPENDENTE
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

0,482 0,355 1,619
-0,238 0,643 0,788 91,22
-1,328 0,009 0,264

SEXO (MULHERES)
CAR/BEN vs CARICAR
HBF (>6%)

SEXO (MULHERES)
CAR/BEN vs CARICAR
HEMOGLOBINA (>7G/DL)

BEN/BEN vs CAR/BEN
HBF (>6%)
PLAQUETAS (<375 X10°/L)

VARIAVEL DEPENDENTE
CRISES VASO-OCLUSIVAS

0,535 0,013 1,707
0,326 0,174 1386 73,91
0,016 0,941 1,016
0,545 0,031 1,726
0,117 0,656 0889 81,31
-0,636 0,051 0,527

VARIAVEL DEPENDENTE

BEN/BEN vs CAR/BEN
HEMOGLOBINA (>7G/DL)
PLAQUETAS (<375 X10%L)

DOR OSSEA
-0,090 0,779 0,913
-0,293 0,387 0745 86,42
1,131 0,002 3,099
20,086 0,781 0,917
-,0945 0,123 0385 87,83
0,824 0,019 2,280

SEXO (MULHERES)
HBF (>6%)
CAR/BEN vs CAR/CAR
SEXO (MULHERES)
TALASSEMIA (SELVAGEM)
HBF (>6%)
TALASSEMIA (SELVAGEM)

VARIAVEL DEPENDENTE
HOSPITALIZACOES

HBF (>6%)
RETICULOCITOS (<5%)

RP: Razao de Prevaléncia

H&L: Teste Hosmer e Lemeshow

B: coeficiente de regressado

0,544 0,008 1,722
0,211 0,308 1235 57,65
0,206 0,654 1,23
0,531 0,004 1,70
0,067 0,753 1,071 56,48
0,316 0,103 1,371
0,840 0,036 2,316
0,694 0,051 2002 6524
0,447 0,182 1,56

H&L

x  SIG.
823 0,041
792 0,047
7,87 0,048
11,32 0,010
10,73 0,013
937 0,024
11,05 0,011
9,47 0,023

IC: Intervalo de Confianca

0,58
0,29
0,10

1,11
0,86
0,66
1,05
0,53
0,27

0,48
0,38
1,48
0,49
0,11
1,14

1,15
0,82
0,79
1,17
0,70
0,94
1,05
0,99
0,80

PAM: Percentual de Acerto do Modelo

4,50
2,16
0,72

2,60
2,22
1,55
2,83
1,49
1,011

1,72
1,45
6,47
1,69
1,29
4,53

2,57
1,85
1,90
2,45
1,63
2,01
5,09
4,02
3,02
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A tabela 32 enumera as andlises significativas relativas a crise algica nos pacientes com AF,

demonstrando que mulheres com haplotipo CAR possuem duas vezes mais chances deste evento
quando a contagem de reticuldcitos for menor que 5%. A contagem de reticuldcitos menor que 5%
também apresentou a mesma associa¢do quando a concentracdo da hemoglobina fetal foi maior que
6%, porém sem influéncia do sexo. Uma andlise interessante foi a presenca da talassemia alfa com
hapldtipo CAR, influenciando ao aumento de até 2,3 vezes o evento de crise algica nos pacientes
com contagem de reticuldcitos acima de 5%. Ja a auséncia da talassemia alfa, hemoglobina fetal
maior que 6% e contagem de reticuldcitos abaixo de 5% protegeram 0s pacientes com AF em até
2,4 vezes de terem crise algica. Ao associarmos a presenca da concentracdo da hemoglobina fetal
acima de 6% com a contagem de plaquetas menores que 375 x10°%/L, verificamos que os pacientes

com haplétipos CAR possuem até duas vezes mais eventos de crise algica (Tabela 32).
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Tabela 32. Andlise de regressdo logistica binaria para marcadores classicos de prognésticos em

eventos de crise algica apresentado nos pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

; H&L
VARIAVEIS PAM
INDEPENDENTES B VALORP RP (%) X SIG. IC
VARIAVEL DEPENDENTE
CRISE ALGICA
SEXO (MULHERES) -0,554 3,13 0,575 0,31 1,06
BEN/BEN,vs CAR/BEN 0,669 0,032 1,954 67,76 9,38 0,024 1,05 3,60
RETICULOCITOS (<5%) 0,487 0,129 1,625 0,86 3,04
SEXO (MULHERES) 0,041 0,887 1,042 0,59 1,84
TALASSEMIA
(SELVAGEM) 0,716 0,401 2,046 68,0 8,45 0,037 1,03 4,05
RETICULOCITOS (<5%) 0,622 0,034 1,863 1,04 3,32
BEN/BEN vs CAR/CAR 0,380 0,190 1,463 0,83 2,58
0,
HBF (>6%) 0,409 1,576 1,506 66,37 9.94 0,019 0,85 2,65
PLAQUETAS (<375 0,715 0,011 2,045 1,17 3,55
X109/L) : : * ' '
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,773 0,035 2,17 1,05 4,46
TALASSEMIA
(SELVAGEM) -0,058 0,888 0,942 70,47 10,30 0,016 041 2,14
RETICULOCITOS (<5%) -0,831 0,025 2,29 0,10 4,75
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,830 0,025 2,29 1,13 4,62
HBE (>6%) 0,103 0,778 1,109 70,25 799 0,046 0,53 2,28
RETICULOCITOS (<5%) 0,546 1,376 1,72 0,83 3,54
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,390 0,091 1,48 0,93 2,32
0,
HBF (>6%) 0,432 0,071 1,541 66,47 1165 0,008 0,96 2,46
PLAQUETAS (<375 0,550 0,016 1,734 1,10 2,71
X107/L) : : : : '
TALASSEMIA 0,825 0,065 2,282 0,94 5,49
(SELVAGEM) 7251 12,41 0,006
HBF (>6%) 0,738 0,061 2,092 ! ! ’ 0,96 453
RETICULOCITOS (<5%) 0,865 0,016 2,377 1,17 4,81
TALASSEMIA
(SELVAGEM) 0,729 0,051 2,074 0,99 4,33
RETICULOCITOS (<5%) 0,682 0,034 1,979 70,30 8,19 0,042 1,05 3,72
PLAQUETAS (<375
X109/L) -0,179 0,600 0,836 0,52 1,63
RP: Razéo de Prevaléncia IC: Intervalo de Confianca
H&L: Teste Hosmer e Lemeshow PAM: Percentual de Acerto do Modelo

B: coeficiente de regressado
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A tabela 33 enumera as analises significativas relativas aos eventos de sequestro esplénico
em pacientes com AF, demonstrando que mulheres com AF possuem frequéncias que variam de 1,8
a 2,8 vezes menos desses eventos quando selvagem para talassemia alfa e concentragédo de HbF
maior que 6%; contagem de reticulocitos menores que 5% sem influencia da concentracdo HbF ou
com valores de hemoglobina maior que 7,0 g/dl ou com contagem de plaquetas maior que 375
x109/L. A auséncia da talassemia alfa influenciou de maneira protetora para eventos de sequestro
esplénico quando associadas a concentracdes de HbF maior que 6% e contagem de reticuldcitos
menor que 5%; valores de hemoglobina menor que 7,0 g/dl e contagem de reticul6citos menor que

5%; contagem de reticuldcitos menor que 5% e plaquetas menores que 375 x109/L.
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Tabela 33. Andlise de regressdo logistica binaria para marcadores classicos de prognésticos em

eventos de sequestro esplénico apresentado nos pacientes com anemia falciforme de Salvador-

RP

PAM

(%)

VARIAVEL DEPENDENTE
SEQUESTRO ESPLENICO

Bahia.
VARIAVEIS
INDEPENDENTES B VALORP
SEXO (MULHERES) 0,316 0,355
TALASSEMIA
(SELVAGEM) 0,519 0,153
HBF (>6% 1,032 0,008
SEXO (MULHERES) 0,770 0,014
HBF (>6%) -0,055 0,857
RETICULOCITOS (<5%) 0,502 0,119
SEXO (MULHERES) 0,617 0,017
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 0,043 0,901
RETICULOCITOS (<5%) 0,614 0,025
SEXO (MULHERES) 0,589 0,025
RETICULOCITOS (<5%) 0,601 0,033
LEUCOCITOS (<15X10%L)  -0,144 0,584
SEXO (MULHERES) 0,554 0,037
RETICULOCITOS (<5%) 0,608 0,033
PLAQUETAS (<375 X10°/L) 0,164 0,547
TALASSEMIA
SELVAGEM) 1,021 0,016
HBF (>6%) -0,201 0,642
RETICULOCITOS (<5%) 1,023 0,023
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,475 0,192
HEMOGLOBINA (>7G/DL)  -0,625 0,336
RETICULOCITOS (<5%) 0,944 0,016
TALASSEMIA
(SELVAGEM) 0,198 0,610
RETICULOCITOS (<5%) 1,238 0,004
PLAQUETAS (<375 X109/L)  -,520 0,169

RP: Razéao de Prevaléncia

H&L: Teste Hosmer e Lemeshow

B: coeficiente de regresséo

1,373
1,680

2,806
2,161
0,945
1,652
1,854
1,045
1,848
1,803
1,825
0,865
1,741
1,837
1,178

2,775

0,817
2,781
1,608
0,535
2,512

1,219

3,449
0,594

80,0

79,78

76,54

75,54

76,44

80,0

79,17

79,70

H&L

X SIG,
9,96 0,018
8,16 0,042
10,44 0,015
9,08 0,028
9,11 0,027
11,32 0,010
9,14 0,027
10,32 0,016

IC: Intervalo de Confianca
PAM: Percentual de Acerto do Modelo

0,70
0,82

1,30
1,16
0,51
0,88
1,116
0,52
1,08
1,07
1,05
0,51
1,03
1,04
0,69

1,20

0,34
1,14
0,78
0,14
1,18

0,56

1,46
0,28

2,68
3,42

6,06
3,99
1,73
3,10
3,08
2,09
3,16
3,02
3,17
1,45
2,93
3,22
2,01

6,37

1,91
6,75
3,28
191
5,57

2,61

8,09
1,24
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As andlises de regressdo logisticas significativas para STA em pacientes com AF

demonstrou que os haplétipos ligados ao grupo dos genes da globina beta e a auséncia da talassemia
alfa possuem influéncia central na frequéncia de até seis vezes menor dos eventos de STA ocorridos
em mulheres comparadas aos homens quando associadas aos mesmos valores de concentracdo da

HbF, contagem de reticuldcitos, plaquetas, leucdcitos e hemoglobina (Tabela 34A e 34B).
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Tabela 34A. Analise de regressao logistica binaria para marcadores classicos de prognosticos em

eventos de sindrome toracica aguda apresentada nos pacientes com anemia falciforme de Salvador-
Bahia.

i H&L
VARIAVEIS PAM
INDEPENDENTES B VALORP RP (%) x SIG. IC
VARIAVEL DEPENDENTE
SINDROME TORACICA AGUDA
SEXO (MULHERES) 0,970 0,011 2,638 1,24 560
CAR/BEN vs CAR/CAR -0,403 0,299 0,667 89,34 9,32 0,025 0,31 1,43
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,409 0,257 1,506 0,74 3,05
SEXO (MULHERES) 1,750 0,006 5,755 1,62 20,36
BEN/BEN vs CAR/CAR 0,296 0,542 1,345 93,30 11,45 0,009 0,28 1,92
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,607 0,253 1,835 0,64 5,19
SEXO (MULHERES) 1,302 0,012 3,676 1,32 10,18
BEN/BEN vs CAR/CAR 0,216 0,620 1,242 93,13 7,86 0,048 0,52 2,93
HEMOGLOBINA (>7G/DL) -0,022 0,969 0,978 0,31 3,04
SEXO (MULHERES) 2,263 0,004 9,615 2,05 44,95
BEN/BEN vs CAR/CAR 0,781 0,184 2,185 89,44 1551 <0,000 068 6,93
RETICULOCITOS (<5%) 0,735 0,254 2,086 059 7,38
SEXO (MULHERES) 1,250 0,016 3,491 1,25 9,73
BEN/BEN vs CAR/CAR 0,110 0,803 1,117 91,87 10,07 0,018 0,46 2,67
LEUCOCITOS (<15X109/L) 0,707 0,113 2,029 0,85 4,87
SEXO (MULHERES) 0,860 0,022 2,364 1,12 4,95
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,734 0,067 2,084 90,62 12,01 0,007 0,94 4,57
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,521 0,153 1,681 0,82 3,44
SEXO (MULHERES) 0,589 0,069 1,802 0,95 3,40
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,731 0,036 2,077 90,23 8,16 0,034 1,04 412
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 0,148 0,721 1,160 051 2,61
SEXO (MULHERES) 0,522 0,238 1,686 0,70 4,01
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,861 0,084 2,367 87,32 1191 0,007 0,89 6,29
RETICULOCITOS (<5%) 1,450 0,023 4,264 121 14,92
SEXO (MULHERES) 1,092 0,002 2,982 145 6,10
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,566 0,106 1,762 92,26 12,13 0,007 0,88 3,50
HBF (>6%) 0,105 0,755 1,111 057 2,15
SEXO (MULHERES) 1,059 0,001 2,885 149 558
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,495 0,124 1,640 90,29 14,49 0,002 0,87 3,08
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 0,413 0,265 1,511 0,73 3,12
SEXO (MULHERES) 1,055 0,012 2,874 125 6,60
TALASSEMIA (SELVAGEM) 0,469 0,262 1,599 86,22 943 0,024 0,70 3,63
RETICULOCITOS (<5%) 0,593 0,167 1,811 0,77 4,20
RP: Razdo de Prevaléncia IC: Intervalo de Confianca
H&L: Teste Hosmer e Lemeshow PAM: Percentual de Acerto do Modelo

B: coeficiente de regresséo
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Tabela 34B. Andlise de regressdo logistica binaria para marcadores classicos de prognosticos em

eventos de sindrome toracica aguda apresentada nos pacientes com anemia falciforme de Salvador-

Bahia.

VARIAVEIS
INDEPENDENTES

SEXO (MULHERES) 0,957
TALASSEMIA

0,454
(SELVAGEM)
LEUCOCITOS
o 0,206
(<15X10°/L)

SEXO (MULHERES) 0,860
TALASSEMIA

0,424
(SELVAGEM)
PLAQUETAS (<375
. 0,059
X10%L)

SEXO (MULHERES) 0,760
HEMOGLOBINA (>7

G/DL)
RETICULOCITOS (<5%) 0,710
SEXO (MULHERES) 0,575
HEMOGLOBINA (>7

0,215

0,264
G/DL)
LEUCOCITOS
o 0,270
(<15X10%/L)

RP: Razao de Prevaléncia
H&L: Teste Hosmer e Lemeshow

B: coeficiente de regressado

VALOR PAM
RP

P

(%) X

VARIAVEL DEPENDENTE
SINDROME TORACICA AGUDA

0,004

0,162

0,502

0,012

0,213

0,853

0,035

0,635

0,066
0,017

0,360

0,241

2,604

1,575

H&L
SIG,

89,16 11,01 0,011

1,229

2,365

1,528

90,15 7,87 0,048

1,061

2,138

1,240 89,11 8,20 0,042

2,035
1,778

1,303

91,24 8,72 0,003

1,309

IC: Intervalo de Confianca

1,33

0,83

0,67

1,20

0,78

0,56

1,05

0,51

0,95
1,10

0,74

0,83

PAM: Percentual de Acerto do Modelo

5,07

2,97

2,24

4,64

2,97

2,01

4,34

3,02

4,34
2,85

2,29

2,05
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Para os eventos de Ulcera maleolar, verificamos que a concentragcdo da HbF é um fator de
risco potencial. A tabela 35 enumera os valores significativos da regressdo logistica realizada para
eventos de Ulcera maleolar em pacientes com AF. Nossos resultados demonstram que a
concentracdo de HbF maior que 6% protegem as mulheres de eventos de Ulcera maleolar em até trés
vezes quando portadora do genétipo Bem ou da talassemia alfa. Entretanto, mulheres com
concentracdo de HbF maior que 6% e contagem de reticul6citos maior que 5% possuem frequéncia
de quase cinco vezes mais que 0s homens desse evento. A presenca da talassemia alfa em pacientes
com concentracdes de HbF maior que 6% apresentaram frequéncia de eventos até trés vezes maior
quando associada ao haplétipo CAR/CAR, valores de hemoglobina maiores que 7,0 g/dL ou
contagem global de leucécitos maiores que 15,0 x10%/L, enquanto que pacientes com gendtipo
Ben/Ben portadores da talassemia alfa apresentaram frequéncia de eventos de Ulcera maleolar até 5
vezes maior quando os valores de hemoglobina estivessem maiores que 7,0 g/dl. Entretanto, a
auséncia da talassemia alfa em pacientes com concentragcdes de HbF maior que 6% apresentaram
frequéncia de eventos de Ulcera maleolar até sete vezes maior quando a contagem de reticuldcitos
fosse menor que 5%, enquanto que a presenca da talassemia alfa em pacientes com concentracoes
de HbF maior que 6% apresentaram frequéncia de eventos de Ulcera maleolar até trés vezes maior
quando os valores de hemoglobina e leucécitos estivessem maiores que 7,0 g/dl e 15,0 x10°/L,

respectivamente (tabela 35).



112
Tabela 35. Andlise de regressdo logistica binaria para marcadores classicos de prognosticos em

eventos de Ulcera maleolar apresentado nos pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

. H&L
VARIAVEIS PAM
INDEPENDENTES B VALORP RP (%) X SIG. IC
VARIAVEL DEPENDENTE
ULCERA MALEOLAR
SEXO (MULHERES) 0,562 0,151 1,754 0,81 3,78
CAR/BEN vs CAR/CAR 0,087 0,828 1,001 93,26 11,14 0,011 049 241
HBF (>6%) 1,109 0,005 3,032 139 6,61
SEXO (MULHERES) 0,545 0,160 1,726 0,80 3,70
BEN/BEN vs CAR/BEN 0,347 0,384 1,414 94,30 11,42 0,009 0,64 3,09
HBE (>6%) 1,051 0,006 2,860 133 6,11
SEXO (MULHERES) 0,508 0,181 1,662 0,78 3,49
TALASSEMIA (SELVAGEM)  -0,324 0,489 0,723 93,96 11,70 0,008 0,28 1,81
HBF (>6%) 1,115 0,003 3,052 145 6,40
SEXO (MULHERES) -0,676 0,162 0,510 0,19 1,31
HBF (>6%) 1,482 0,003 4,404 92,42 1097 0,011 1,62 1191
RETICULOCITOS (<5%) -0,128 0,791 0,879 0,34 2,27
CAR/BEN vs CAR/CAR -0,509 0,279 1,664 0,66 4,19
TALASSEMIA (SELVAGEM)  -0,066 0,902 0,935 92,25 7,86 0,048 0,32 2,70
HBF (>6%) 1,156 0,016 3,179 123 8,19
CAR/BEN vs CAR/CAR -0,067 0,881 0,935 0,38 2,26
HBE (>6%) 1,265 0,004 3,545 92,75 8,85 0,031 148 8,48
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 0,077 0,893 1,080 0,34 3,34
CAR/BEN vs CAR/CAR 0,144 0,771 1,155 043 3,05
HBF (>6%) 1,153 0,018 3,170 93,55 9,20 0,026 121 8,26
LEUCOCITOS (<15X10%L) -0,935 0,080 0,392 0,13 1,12
BEN/BEN vs CAR/CAR 1,146 0,061 3,146 0,95 10,43
TALASSEMIA (SELVAGEM)  -0,139 0,865 0,870 93,93 9,77 0,021 0,17 431
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 1,642 0,008 5,167 152 17,52
BEN/BEN vs CAR/CAR 0,866 0,088 2,378 0,88 6,43
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 1,447 0,007 4,252 93,19 9,94 0,019 147 12,23
LEUCOCITOS (<15X10°/L) -0,954 0,096 0,384 0,12 1,18
TALASSEMIA (SELVAGEM)  -0,250 0,601 0,778 0,30 2,01
HBF (>6%) 1,188 0,003 3,282 92,98 10,88 0,012 149 7,18
HEMOGLOBINA (>7G/DL) 0,424 0,362 1,528 0,61 3,80
TALASSEMIA (SELVAGEM) 1,010 0,123 2,746 0,76 9,912
HBF (>6%) 1,938 0,005 6,949 92,73 10,58 0,014 1,74 2761
RETICULOCITOS (<5%) 0,141 0,817 1,159 0,24 3,03
TALASSEMIA (SELVAGEM)  -0,403 0,486 0,668 021 2,70
HBF (>6%) 1,102 0,020 3,012 94,51 8,67 0,034 1,18 7,63
LEUCOCITOS (<15X10%L) -0,904 0,090 0,405 0,14 1,15
HBF (>6%) 1,456 0,004 4,291 159 11,56
HEMOGLOBINA (>7G/DL) -0,118 0,859 0,888 91,95 938 0,024 023 329
RETICULOCITOS (<5%) -0,010 0,983 0,99 0,39 2,53
HBF (>6%) 1,238 0,018 3,451 123 9,64
RETICULOCITOS (<5%) 0,542 0,281 1,719 92,34 7,87 0,047 0,58 5,09
LEUCOCITOS (<15X10°%L) -0,615 0,246 0,540 0,19 1,53
RP: Razéo de Prevaléncia IC: Intervalo de Confianca
H&L: Teste Hosmer e Lemeshow PAM: Percentual de Acerto do Modelo

B: coeficiente de regresséo
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6.9 ANALISE UTILIZANDO A CURVA ROC

A Curva ROC foi gerada para descrever a relagdo entre a varidavel de probabilidade
calculada e os resultados observados. Também foi utilizado o método de riscos proporcionais de
Cox para estimativa do tempo de ocorréncia de um resultado adverso pelos valores hematoldgicos e
bioquimicos.

Um total de 1800 pacientes com AF foi incluido na analise. O eixo x indica a taxa de falsos
positivos, 0 eixo y a esquerda indica a sensibilidade (propor¢do de pacientes que foram
corretamente classificados como portadores de doenca grave), e o eixo y a direita indica o limiar
utilizado para classificar um paciente como portador de doenca grave. A area, o intervalo de

confianca e valor de p s&o mostrados na figura 9.
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6.10 DIAGNOSTICO SOROLOGICO (SOROPREVALENCIA)

Foram realizadas sorologias em 1379 pacientes com AF com soroprevaléncia positiva em
264 (19,6%) individuos (Tabela 36). Ao associarmos o0s eventos clinicos dos pacientes com AF com
soroprevaléncia positiva, encontramos resultados significativos para alteracGes dsseas (p<0,001),
hospitalizacdo (p= 0,036), Ulcera de perna (p= <0,001), crise algica (p= 0,003) e insuficiéncia
respiratéria (p<0,001) (Tabela 2).

Devido a soroprevaléncia positiva elevada para o virus da hepatite C (VHC) (13,4%) e
HTLVI/II na populacdo estudada, realizamos associacdes separadas para com 0s eventos clinicos
dos pacientes. Para VHC, resultados significativos foram demonstrados para alteracfes 6sseas (OR:
2,17. IC 95%: 1,12-4,14, p = 0,017), ulcera de perna (OR: 1,78, IC 95%: 1,04-3,03, p = 0,031) e
crises dolorosas (OR: 1,48, IC 95%: 1,06-2,07, p = 0,020), enquanto para HTLV-I/Il, para
alteracdes Osseas (OR: 2,79, IC 95%: 1,10-6,78, p = 0,022), insuficiéncia respiratdria aguda (OR:
2,66, IC 95%: 1,26-5,51, p = 0,012) e Ulcera de perna (OR: 3,67, IC 95%: 1,85-7,19, p <0,001)
(Tabela 37).

Associacdo entre as soroprevaléncia positiva e negativa foi realizada com os dados
hematoldgicos e bioguimicos, com resultados significativos para VHC, respectivamente colesterol
de baixa densidade (LDL) (19,54+8,34 e 26,39+14,91 mg/dl, p= 0,027), triglicérides (96,78+40,98
e 132,23+74,82 mg/dl, p= 0,021) e ferritina (351,25+371,62 e 1212,74+624,22 ng/ml, p= 0,007),
enquanto para HTLV-I/II, hemécias (2,86+0,66 e 3,10+0,68 x10°mm3, p= 0,029), hemoglobina
(7,78+1,49 e 8,38+1,46 g/dl, p=0,008) e hematdcrito (24,68+4,74 e 26,40+5,35 %, p= 0,018).

Dos 170 pacientes com soroprevaléncia positiva, 45 tinham soroprevaléncia positiva para
HCV e HTLV-1 concomitantemente, com resultado significativo para Ulceras de perna (OR: 3,71,
IC 95% 1,65-8,14, p <0,001).
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Tabela 36. Soroprevaléncia nos pacientes com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

VIRUS DA HEPATITE B (VHB) 44 (3,1) 1369 (96,8) 1306 (96,8)

VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA
HUMANA (HIV)

11 (0,8) 1402 (99,2) 1338 (99,2)

SIFILIS 05(0,4%) 1369 (99,6%) 1344 (99,6%)

N: NUmero de pacientes
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Tabela 37. Andlise entre soroprevaléncia positiva e dados clinicos em pacientes com anemia

falciforme de Salvador-Bahia.

SOROLOGIA SOROLOGIA
, < NEGATIVA POSITIVA
HISTORIA CLINICA SIM NAO SIM NAG  Valorp RP (IC)
N (%) N(%) N(%) N (%)
DOR ABDOMINAL 23 1062 05 254 0,959* 0,91 (0,30-2,57)
SINDROME TORACICA
AGUDA 61 1024 19 240 0,367* 1,33 (0,75-2,34)
NECROSE AVASCULAR 32 1053 05 254 0,490* 0,65 (0,22-1,78)
ALTERACOES OSSEAS 37 1048 23 236 <0,001 2,76 (1,55-4,91)
DORES OSSEAS 116 969 25 234 0,705* 0,89 (0,55-1,44)
INSUFICIENCIA
CARDIACA 27 1058 11 248 0,184* 1,74 (0,79-3,74)
COLELITIASE 24 1061 05 251 0545* 1,41 (0,57-3,36)
DACTILITE 38 1047 08 251 0,889* 0,88 (0,37-2,0)
HOSPITALIZ~A§:(~)ES 778 308 203 56 0,036* 1,43 (1,02-2,01)
INFECCAOQO 302 745 76 186 0,980* 1,01 (0,74-1,38)
ULCERA MALEOLAR 33 1016 37 222 <0,001* 2,57 (1,63-4,05)
CRISE ALGICA 585 500 166 93 0,003* 1,53 (1,14-2,05)
INSUFI(}IENCIA RENAL 37 1048 11 248 0,641* 1,26 (0,59-2,62)
LITIASE BILIAR 10 1075 06 253 0,069** 255 (0,81-7,76)
INSUFICIENCIA
RESPIRATORIA 70 1015 32 227 <0,001* 2,04 (1,28-3,26)
RETINOPATIA 17 1068 03 256 0,442** 0,74 (0,17-2,71)
SEQUESTRO
HEPATOESPLENICO 134 951 31 228 0,950* 0,96 (0,62-1,50)
ACIDENTE VASCULAR
CEREBRAL 64 1041 24 238 0,046* 1,64 (1,05-2,67)
CRISE VASO-
OCLUSIVAS 364 741 69 194 0,029* 1,40 (1,03-1,89)
RP: Razao de Prevaléncia IC: Intervalo de Confianca

* Xz (Yates corrigido) ** Teste exato de Fisher
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6.10 FREQUENCIAS DOS POLIMORFISMOS IDENTIFICADOS NA REGIAO

CONTROLADORA DO LOCUS DA GLOBINA BETA

O total de 164 pacientes com anemia falciforme foi estudado para cada sitio HS-LCR (HS2
a 4). Os polimorfismos encontrados correspondem a um SNP ou a uma delegdo. Para as anélises de
sequenciamento de DNA foi amplificado o fragmento de ~610 pb para o sitio HS2 (Coordenadas
GenBank 8543 a 9165); ~615 pb para HS3 (Coordenadas GenBank 4436 a 5005) e ~702 pb para o
HS4 (Coordenadas GenBank 954 a 1873). O sequenciamento génico identificou polimorfismos
somente no sitio HS2-LCR. Os polimorfismos identificados foram -10951 T>G, -10920 T>G, -
10905 A>G, -10725 G>A, -10623_10570del (AT) e -10390 A>T. As figuras de 8 a 12
correspondem aos eletroferogramas do sequenciamento automatico do Segundo sitio hipersensivel a
acdo da DNase | da regido controladora do I6cus da globina beta (HS2-LCR).

Todos os polimorfismos estudados apresentaram homogeneidade genética entre os pacientes
com anemia falciforme. Todos os cinco polimorfismos identificados no sitio HS2-LCR no grupo
estudado ja haviam sido previamente descritos.

O polimorfismo -10951 (T>A) esteve presente em heterozigose em todos 0s 164 pacientes
analisados. O mesmo ocorreu com o polimorfismo -10623 10570del (AT). Os polimorfismos -
10620 e -10605 apresentaram frequéncia genotipica idéntica, com frequéncia de 36,3% para 0
gendtipo selvagem e 63,70% para 0 mutante.

A substituicdo G>A na posi¢do — 10.677 do HS2-LCR descrita nos portadores do haplotipo
Ben por ADORNO e col. (2005) ndo foi encontrada em nosso estudo.

As figuras 10 a 13 demonstram eletroferogramas das sequéncias génicas dos sitios HS da

LCR analisados
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Figura 10. A — Substituicdes em heterozigose nas posi¢des — 10.920 (T>G ) e -10,570 (A>G) do
HS2-LCR em pacientes com anemia falciforme. B - Eletroferograma com sequéncia normal para as

duas substituicbes em paciente com anemia falciforme.
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Figura 11. Delecdo AT na posi¢do —10623 do HS2-LCR em nos pacientes com anemia falciforme.
As setas indicam ponto das delegdes de um par de bases AT. Dados de analises realizadas no

programa (SeqManager- DNASTAR Lasergene 8.0 - Madison, Wisconsin-USA).



121

“a SegMon - [Alignment of Contig 1)
ap Me IR Sequence Contiy Frojet Festures SN°  Net Search Window Meb -

\-‘ Position: 420 692 by

%0 <00 a0 420
1 1 i I 3 il 1

PTeanslate PComsensus C A T A T A €C 6 T G TATATATATATATATTGT ST TATC|" TEK
W 2996-2D ABL (12>462)

SBE + TRENEHML

W 2996-1.abL (1>457) -

| ‘: \ ! “ || 1' 't] lﬂ‘ lfil ‘, 4
A | |

1'! lJ'l!

CATAT;CGTGTATATATATATATATTGTGTTATCTT‘.’

299610, ABL (1>45T)

Figura 12. DelecBes AT nas posicdes entre -10623-10570 do HS2-LCR em pacientes com anemia
falciforme. As setas indicam ponto das dele¢cGes de um ou mais pares de bases AT. Dados de

analises realizadas no programa (DNASTAR Lasergene 8.0 - Madison, Wisconsin-USA).
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Figura 13. Substituicdo em heterozigose na posi¢édo — 10.390 (A>T) do HS2-LCR em pacientes com

anemia falciforme.
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Para os sitios HS3 e HS4 ndo foram identificados polimorfismos. A figura 8 demonstra o

alinhamento de sequencias (HS3 e HS4) realizado nos programas MegAlign (DNASTAR Lasergene
8.0 - Madison, Wisconsin-USA) e BLAST (sigla em inglés que significa: Basic Local Alignment
Search Tool). Ambos os programas comparam uma sequencia dada a um conjunto grande de outras
sequencias, retornando os melhores alinhamentos locais encontrados. O programa BLAST esta

disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov. As figuras 12 e 13 demonstram 100% de similaridade com a

sequencia referéncia, confirmando ndo haver polimorfismo nestas regides.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ATOATOAT CCT GAAAACATAGOAGT CAAGGCACT TGCCCCTAGCT GOGGOTATAGGGOA OCAGT COCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATGATOAT CCTOAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAOCT GOAGOTATAGOOOAGCAOT CCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATOCTOCY
ATGATOATCCTOAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT OOOOOTATAGOOGAGCAGTCOCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATGCTOCT
ATGATOAT CCT GAAAACATAGGAGT CAAGGCACT TOCOCCTAGCT GOOGOTATAGOGGA GCAGTCCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATGCTOCT
ATCATOATCCTOAAAACATAGOA GT CAAGGCACT TOCCCCTAOCT GGAGGTATAGOGGAOCAGTCCCATOTAOTAGTAGAAT GAAAAAT GCTGCT
ATGATOATCCYGAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAOCT O0O0OTATAGOGOAOCAOTCOCATOTAGTAOTAGAAT DAAAAATOCT OCY
ATOATOAT CCTOAAAACATAGOAOT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT GOOOOTATAGOGGA GCAGT CCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATGATOATCCT OGAAAACATAGOAGT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT OOGGGTATAGOOGAOCAGT COCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATGCTOCTY
ATCATOATCCT OAAAACATAGOAOT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT GOOOOTATAGOOOAGCAGT CCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATOCTOCT
ATOATOATCCTGAAAACATAGOAGT CAAGGCACT TOCCCCTAOCT OGOGOTATAGOOOAGCAGT COCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT OCTOCT
ATOATGATCCT GAAAACATAGOA GT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT GOOGOT ATAGOGGA OCAGT CCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATGCTOCT
ATGATOATCCT QAAAACATAGGAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT OGGGOTATAGOOGAGCAGT COCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAA T GCTGCT
ATGATOATCCTQAAAACATAGOAOY CAAGOCACT TOCCOCCTAOCT GOOOOTATAGOOOAOCAGT COCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATOCTOCT
ATOATGATCCTOAAAACATAGOAGOT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT GGOGOTATAGOOOAGCAGTCOCATOTAGTAOTAGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATGAT GAT CCT QAAAACATAGGA GT CAAGGCACT TGCCCCTAGCT GGOGOTATAGOGGAGCAGTCCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATOAYOATCCT GAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT 00GOOTATAGOOOA GCAGT CCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATOCT OCT
ATOATOATCCYOAAAACATAGIAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT GOOOOTATAGIGOA GCAGT COCATOTAOTAOGTAGAAT GAAAAAT OCTOCT
ATGAT QAT CCT GAAAACATAGGAGT CAAGGCACT TOGCCCCTAGCT GOOGGTATAGOGOA GCAGT CCCATOTAGTAGT AGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATGATOAT CCT GAAAACATAGOA GT CAAGOCACT TGCCCCTAGCT GOGGOTATAGOGOAGCAGTCOCATOTAGTAGTAGAA T GAAAAATGCTOCT
ATOATOAT CCY CAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCOCCTAOCT O0OO0TATAGOOMA OCA OTCOCATOTAOTAGTAGAAT OAAAAATGCTOCT
ATOATGATCCT GAAAACATAGGAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT GOOGOTATA GOGOAGCAGTCCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATGATOATCCT GAAAACATAGGAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGCT GGOGOTATAGOGGA GCAGTCCCATOTAGTAGT AGAAT GAAAAAT GCTOCT
ATOATOATCCT GAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAGLT GOGOOTATAGIOOA GCAGT COCATOTAGTAOTAGAAT GAAAAATOCTOCT
IATOAT QAT CCT OAAAACATAGOAOT CAAGGCACT TOCOCCTAOCT GOOOOTATAGOOOA OCAGT COCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT GCTOCT
MENtasey | ATOATGATCCTGAAAACATAGOAOT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT GOOGGTATAGOGOAGCAGT CCCATOTAGTAOTAGAAT GAAAAATOCT OCT
W51t seq  ATOATOATCCT OAAAACATAGGAOT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT GGOGOTATAGOOGA GCAGT CCCATOTAOTAGTAGAAT GAAAAATOCT OCT
WA ey ATOATOATCCYOAAAACATAGOAGY CAAGOCACT TOCCCCTAOCT OOOGOTATAGOGOAOCAOT CCCATOTAGTAOTAQAAT GAAARATOCTOCY
5T astasey  ATGATOATCCTOAAAACATAGOAGT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT OGOOOTATAGOGOAGCAGTCCCATOTAGTAOTAGAAT GAAAAATOCTOCT
2061 fstasey  ATGATOATCCT GAAAACATAGOAGT CAAGGCACT TOCCCCTAGCT GLOGOTATAGOGGAGCAGT COCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAAT OCT GCT
61D e ATOATOATCCTOAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAOCT GOOGOTATAGOOOA GCAOT COCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATGCTOCY
WRTnstases ATOATOATCCTOAAAACATAGOAGT CAAGOCACT TOCCCCTAOCT GOOOOTATAGOOGAGCAGTCOCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATOCTOCT
N30t sey | ATGATOATCCT GAAAACATAGOAGT CAAGGCACT TGCOCCTAGCT GOOGOTATAGOGGAGCAGT COCCATOTAGTAGTAGAAT GAAAAATOCTOCT
NTeHses  ATOATOATCCTOAAAACATAGGAGT CAAGGCACT TOCCCCTAOCT GGOGOTATAGIOGAOCAGTCOCCATOTAOTAGTAGAAT GAAAAATGCTOCT

Figura 14. Demonstracdo de alinhamento de sequencias obtidas no sequenciamento para 0 HS3-

LCR realizado no programa MegAlign (DNASTAR).
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Figura 15. Demonstracdo de alinhamento de sequéncias obtidas através sequenciamento para o sitio

HS3-LCR realizado no programa BLAST.
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6.11 POLIMORFISMOS NA REGIAO CONTROLADORA DO LOCUS DA GLOBINA

BETA E SUA ASSOCIACAO COM DADOS CLINICOS E HEMATOLOGICOS DOS

PACIENTES.

Como dos cinco polimorfismos encontrados, trés ocorreram em todos 0s pacientes, as
andlises de associacdo entre estes polimorfismos com dados clinicos e hematoldgicos foram

realizados apenas com as substituicdes ocorridas nas posic¢des -10920 e -10905.



127
DISCUSSAO

A heterogeneidade clinica dos individuos com anemia falciforme parece ser dependente das
condi¢cbes ambientais, sociais, econdmicas e genéticos. Além disso, a avaliagdo, suporte e
acompanhamento medico adequando contribuem para essa diversidade; todavia, ndo explicam toda
a variabilidade observada (BENNETT, 2005; KUTLAR, 2007; STEINBERG, 2009). Rever o0s
aspectos moleculares da anemia falciforme possibilita uma melhor compreensédo dos aspectos
clinicos envolvidos no curso da evolugdo heterogénea da doenca, tornando mais claro o
entendimento da existéncia de diferentes intensidades de sinais e sintomas que se apresentam nos
pacientes acometidos aparentemente por uma doenga que possui em comum a mesma origem
genética.

O estado da Bahia apresenta componente genético negrdide expressivo, em virtude do
trafico de escravos africanos ocorrido nessa area, dentre os séculos XVI e XIX (MARQUESE,
2006). Esse evento proporcionou a introducdo de genes de origem africana na populacao do Estado
da Bahia, com aumento consequente na frequéncia do alelo para a hemoglobina S. A prevaléncia da
anemia falciforme em nosso estado apresenta-se em torno de 0,2% (ADORNO et al., 2005). Dados
obtidos pelo programa de triagem neonatal da Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais de
Salvador (APAE-SSA-BA) demonstraram que um recém-nascido a cada 650 nascimentos na cidade
de Salvador tem anemia falciforme (SAMPAIO et al., 2004).

Os dados hematoldgicos e bioquimicos do nosso estudo quando comparados o sexo,
demonstraram diferencas significativas para a contagem reticulécitos (p= 0,043) e valores de LDL
colesterol (p= 0,009) menores nos homens, com as enzimas hepaticas AST (p= 0,029) e ALT (p=
0,038) menores nas mulheres e sugerem gque 0os homens com anemia falciforme possuem hemolise
mais acentuada, influenciando indiretamente no aumento do metabolismo hepatico.

Através das andlises de regressdo logistica realizada em nosso estudo demonstraram que
eventos clinicos como AVC, crises vaso-oclusivas e hospitaliza¢fes foram cerca de duas vezes mais
frequentes nos homens com anemia falciforme, existindo associagdo forte entre haplétipos ligados
ao grupo de genes da globina beta e a presenca da talassemia alfa para este modelo de regressao.
Estes dados corroboram com MITCHELL e col. (2009) que descreveram associa¢ao entre o género
e dados clinicos e no nimero e tempo das hospitalizagbes. O presente estudo descreveu resultados

similares, onde 0s homens apresentaram nimero maior de eventos para a sindrome toracica aguda
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(OD: 1,35- IC: 1,15-1,66, p= 0,005) e numero maior de hospitaliza¢es (OD: 1,35- IC: 1,15-1,66,

p= 0,005). Entretanto, trabalhos ndo associam o género a alteracdo de enzimas hepaticas (KOTILA
et al., 2005).

O figado é um dos envolvidos na faléncia de 6rgdos que ocorre na anemia falciforme
(NAULT et al., 2009), entretanto, a fisiopatologia da doenca hepética nesta situacdo é complexa
devido a causas multifatoriais. Com isso, nossos resultados reforcam que o género deve ser
analisado na prevencédo e intervencdo dos pacientes com anemia falciforme, com estudos de sua
associacao com eventos considerados importante na clinica desses pacientes.

Apesar dos valores de hemoglobina fetal terem sido semelhantes entre o grupo de homens e
mulheres estudados (p= 0,331), alguns trabalhos demonstram diferencas, embora néo
completamente explicadas, de longevidade maior e sintomatologia mais branda em pacientes do
sexo feminino (ADEKILE & HUISMAN, 1993; EMBURY et al., 1994; STEINBERG, 1995). Estes
dados estdo de acordo com a literatura que demonstra que as hospitalizacdes nesses pacientes sao
dependentes da idade, sexo e da intensidade das crises de dor (FOSDAL et al., 2007).

Nosso estudo demonstrou frequéncias semelhantes para ambos 0s sexos para 0s episodios
dolorosos, enquanto os homens apresentaram mais hospitalizacbes. Nossos dados foram diferentes
de alguns estudos na literatura que demonstraram que a dor e as internacdes sao mais frequentes nas
mulheres (GILL et al., 1995; FRANCK et al., 2002) enquanto MCCLISH e col. (2006) descreveram
ndo haver diferencas entre sexo para as crises de dor. Tal como acontece com as diferencas de
idade, ha fatores fisiol6gicos que ainda devem ser investigados quando relacionados a diferencas
ligadas ao sexo e crises de dor na AF. Além disso, o desenvolvimento psicossocial, fatores culturais
e grupo étnico podem contribuir para estas diferencas.

Embora seja dificil determinar o exato motivo para internar um paciente com anemia
falciforme relativo a crises de dor, alguns autores citam fatores que sdo determinantes para a
hospitalizacbes como: (1) Aumento da intensidade e duracdo da dor com a idade (CONNER-
WARREN, 1996; SHAPIRO et al., 1995); (2) Aumento do numero de partes do corpo afetadas com
idade (FRANCK et al., 2002; SPORRER et al., 1994) e (3) Maior tempo necessario para conseguir
controlar da dor com a idade (SPORRER et al., 1994).

As frequéncias descritas no presente estudo para a talassemia alfa 2™ (23,9% de
heterozigotos e 2,60% homozigotos) foram similares as descritas por ADORNO e col. (2005) e

LYRA e col. (2005), que descreveram as frequéncias de 27,3% a 28,2% para a heterozigose e 1,8%
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para a homozigose em recém-nascidos e em portadores de anemia falciforme de Salvador-BA,

respectivamente.

Os resultados referentes aos dados hematolégicos em portadores da talassemia alfa 2*™ no
presente estudo, corroboram com os dados da literatura (BEUTLER et al., 1990; WILLIAMS et al.,
1996; NAGEL & STEINBERG, 2001), sendo observado também o aumento no numero de
hemacias (p= 0,004), reducdo nos indices hematimétricos de VCM (p= 0,015) e HCM (p= 0,006).
Apesar dos valores significativos referentes aos dados hematoldgicos, os mesmos ndo parecem
interferir na histéria clinica dos pacientes, sendo que ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre a frequéncia de eventos clinicos e a presenca da talassemia alfa
237 Entretanto, o Unico evento que foi significativo na presenca da talassemia alfa foi o priapismo
com razdo de prevaléncia de 3,54 (IC: 1,26-11,74) (p= 0.039). Este achado corrobora com o
trabalho de AHMED e col. (2006) que descreveram que 0s pacientes com priapismo tiveram menor
taxa de hemolise, resultando em concentracdo maior do hematdcrito, com aumento da viscosidade
sanguinea e do risco de falcizacdo e bloqueio dos corpos cavernosos peniano, descrevendo que 0
hematocrito relativamente elevado pode ser fator de risco para o desenvolvimento de priapismo em
pacientes com AF.

Entretanto, apesar de diversos trabalhos ndo terem associada a talassemia alfa a alteracéo
clinica na anemia falciforme, existem alguns que associam a presenca da talassemia na reducdo da
gravidade clinica desses pacientes (MOUELE et al., 2000; VILACHA & SALAZAR, 2005;
TARER et al., 2006). ITALIA e col. (2009). Um trabalho que associa a talassemia alfa a clinica nos
pacientes com anemia falciforme foi o de STEINBERG (2008), porém os pacientes estavam em uso
de hidroxiureia.

A talassemia alfa esteve associada parametros de MCV, MCH e CHCM baixos, melhorando
algumas caracteristicas clinicas na anemia falciforme de nossos pacientes. No entanto, sua
associagdo com maior niveis de hemoglobina pode ser prejudicial se ndo houver uma aumento
também da HbF, sendo desta forma um fator de risco para a crise dolorosa.

O curso clinico dos pacientes com anemia falciforme é caracteristicamente muito variavel, e
a talassemia alfa apesar de ser estabelecida como moduladora da anemia falciforme, ainda ndo pode
explicar toda a sua heterogeneidade clinica. Para esclarecermos esta modulagdo genética, estudos de
associacdo gendtipo-fenotipo, onde SNPs em genes candidatos estdo relacionados a fendtipos

especificos, podem ajudar neste contexto. Estudos de associacdo ampla de genoma deverdo ajudar a
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confirmar estas observacdes e também descrever outros moduladores genéticos. Estudos de

associacdo genética podem ter valor prognéstico imediato, pois eles também podem ajudar a
identificar vias fisiopatoldgicas novas que podem ser suscetiveis & modulacdo (MORRIS, 2008).

Com relagéo aos haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta S, nossos resultados
confirmam a frequéncia elevada do gendtipo CAR/Ben em nosso grupo de pacientes de Salvador,
seguida pelo haplotipo Ben/Ben, CAR/CAR, com numero reduzido dos hapldtipos Camardes,
Senegal e atipicos. Estes resultados estdo de acordo com os estudos de GONCALVES e col. (2003),
ADORNO e col. (2004), ADORNO e col. (2008) e BARBOSA e col. (2010), que descreveram
frequéncias semelhantes ao estudarem a mesma populacéo.

Resultados semelhantes foram descritos por SILVA e col. (2010) demonstrando que o
haplétipo Ben foi também o mais prevalente no estado brasileiro do Ceara. Todavia, segundo 0s
dados disponiveis na literatura nacional, nossa amostra ndo é semelhante a grande maioria dos
estados brasileiros que mostram a predominancia dos cromossomos tipo CAR (Quadro 1).

No presente estudo, os niveis de HbF ndo estiveram associados aos hapldtipos ligados ao
grupo de genes da globina beta S (tabela 06). Os valores de HbF foram ligeralmente menores nos
haplétipos CAR/CAR quando comparados ao CAR/Ben (£1%) e Ben/Ben (x1.5%), todavia ndo
significativos (p= 0,191). Esses resultados, em parte, estdo de acordo com a literatura que relata
niveis maiores de hemoglobina fetal associados ao haplétipo Senegal e Saudi, seguidos pelo
hapldtipo Ben e, por Gltimo, ao haplotipo CAR, ratificando a descricdo na literatura do haplotipo
Ben como mais benigno quando comparado ao haplétipo CAR, devido principalmente a
concentragdo elevada desta hemoglobina (ADORNO et al., 2004). Em nosso estudo, os pacientes
homens com gendtipo CAR e portador da talassemia alfa foram mais propensos a ocorréncia de
eventos clinicos como AVC, crises vaso-oclusivas e hospitalizagcdes, enquanto o gendtipo Ben
mostrou-se protetor.

GONCALVES e col., (2003) demonstraram diferencgas nos niveis de HbF (p < 0,05) e HbS
(p= < 0,05) em um grupo pacientes com anemia falciforme e portadores de diferentes haplétipos de
Salvador, observando que aqueles com o gendtipo CAR/Atp ou CAR/CAR apresentavam niveis
diminuidos de HbF e elevados de HbS, quando comparados aos portadores de haplétipo ndo CAR.
FIGUEIREDO e col. (1996) encontraram resultados similares ao descreverem que individuos
Ben/Ben apresentaram niveis maiores de HbF quando comparados a grupos de individuos com
haplétipo CAR (p < 0,05).
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Os niveis de HbF sdo descritos na literatura como haplotipo dependente e diretamente

correlacionados ao curso clinico da doenca (STEINBERG, 2009). Porém, em nosso grupo de
pacientes os valores observados para HbF ndo apresentaram variacbes importantes entre o0s
haplotipos, mostrando que os niveis dessa hemoglobina ndo foram influenciados pelos haplotipos.

No presente estudo, a associacdo entre os diferentes haplotipos ligados ao grupo de genes da
globina beta S e os perfis hematoldgico e de hemoglobina ndo demonstraram diferencas estatisticas.
O mesmo ocorreu com os dados bioquimicos (dados ndo mostrados). A (nica excecao ocorreu nos
valores de reticuldcitos, que foram mais elevados nos portadores do gendtipo Ben/Ben, seguidos
dos CAR/Ben e CAR/CAR (p= 0,014). Uma hipotese para este resultado pode ser o fato dos
pacientes com gendtipo CAR/CAR terem estresse medular maior devido a frequéncia ligeiramente
elevada de eventos clinicos e hemolise graves, que apresenta efeito no sequestro esplénico e
medular elevados.

A analise dos aspectos clinicos e geno6tipos dos hapldtipos demonstrou frequéncia maior de
dactilite nos pacientes CAR/CAR e Ben/Ben quando associados aos CAR/Ben (p= 0,005) e a
Sindrome torécica aguda foi mais frequente nos pacientes Ben/Ben (11,4%) que nos CAR/Ben
(5,30%) (p= 0,018). Trabalhos na literatura ndo demonstram correlacdo entre o haplétipo Ben e
STA. POWARS e col. (1990) demonstraram que o risco de eventos mais graves, incluindo
sindrome toracica aguda é equivalente naqueles com haplotipos Ben vs CAR.

As analises estatisticas que envolveram dados hematoldgicos e bioguimicos demonstraram
associagOes diversas com os eventos clinicos dos pacientes com AF. As hospitaliza¢cBes foram
diretamente relacionadas ao perfil de hemoglobinas, onde a HbS estava elevada enquanto a HbF
diminuida. Os pacientes com insuficiéncia renal e AVC ndo apresentaram diferencas estatisticas nos
valores analisados relacionados a idade dos pacientes. Nossos dados corroboram com outros
estudos que descrevem o envolvimento da HbF e de drogas que aumentam a sua producdo a
reducdo da gravidade clinica, crises de dor, transfusdes e hospitaliza¢Ges, além da diminuicdo da
mortalidade entre pacientes com anemia falciforme (ODENHEIMER et al., 1987; ENOSOLEASE
et al., 2005). Neste contexto, a principal droga utilizada € a hidroxiuréia (STUART & NAGEL,
2004; ATAGA, 2009; THEIN et al., 2009; WARE & AYGUN, 2009).

A classificacdo em dois grupos de acordo com os marcadores classicos demonstrou que 0s
pacientes com anemia falciforme e concentragéo de HbF < 6.0% sdao mais acometidos por eventos

de Ulcera maleolar (p= 0,016), enquanto que as crises vaso-oclusivas sdo mais frequentes naqueles
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que possuem contagem de reticuldcitos >5% (p= 0,002). Ja a insuficiéncia respiratoria foi mais

frequente naqueles que tinham contagem de leucécitos <15,0 x10%/L e plaquetas >375 x10%L. Ao
realizarmos anélises semelhantes para os valores de hemoglobina, encontramos resultados
significativos para os niveis de hemoglobina quando <7,0 g/dl associados a necrose avascular (p=
0,009), STA (p= 0,011) e infeccBes (p= <0,001), enquanto que niveis >7,0 g/dl estiveram
associados a dor abdominal e crises vaso-oclusivas. Esses resultados corroboram com outros
estudos que afirmaram que concentragdes diminuidas de hemoglobina estavam associadas a risco
elevado de morte em criancas e adultos com anemia falciforme (LEIKIN et al., 1989; OHENE-
FREMPONG et al., 1989; PLATT et al., 1994; MILLER et al., 2000). Entretanto, apesar de nédo
serem significativos, outros eventos clinicos aumentaram sua frequéncia a medida que os valores de
hemoglobina também aumentavam tais como dores désseas (13,9 para 18,1%), colelitiase (6,7 para
8,4%) e acidente vascular cerebral (0,1 pra 4,3%).

A andlise de correlacdo bivariada demonstrou que a elevacdo dos valores de hemoglobina (>
7,0 g/dl), diminuiu a frequéncia de sindrome toracica aguda (p= 0,024) que é a causa mais comum
de morte e a segunda mais comum de hospitalizagdo na anemia falciforme. No entanto, outros
trabalhos demonstraram que niveis elevados de hemoglobina favorecem a presenca de sindrome
toracica aguda (PLATT et al., 1991; CASTRO et al., 1994). Esta diferenca de resultados talvez
ocorra pelo fato da etiologia da STA ainda ndo estar bem definida. O diagnostico clinico da STA
pode se desenvolver como um evento isolado ou durante o curso de uma crise algida vaso-oclusiva.
A dor pleuritica é o sintoma predominante em adultos. Em criancas pequenas, febre, tosse e
taquipnéia sdo geralmente os Unicos sinais e sintomas. Devido a isso, erros no diagndstico podem
ocorrer.

Baseados em trabalhos previamente publicados na literatura que descrevem valores de
nimero de leucécitos acima de 14,5 x 10%L como fator de risco para eventos clinicos (BEUTLER
et al., 1990; HINCHLIFFE, 1992), dividimos em dois grupos (< e > 15,0 x10%I) para as anélises
estatisticas envolvendo contagem global de leucdcitos com eventos clinicos. Para esta associacao,
encontramos significancia clinica com insuficiéncia respiratdria no grupo com leucdécitos < 15,0
x10%/1 (RP: 2,47, p=0,034). BALKARAN e col. (1992) demonstraram que niimeros de leucdcitos
elevados séo preditores independentes na gravidade da doenga falciforme enquanto MILLER e col.
(2009) demonstraram contagem global de leucécitos elevada associada com AVC. Estudos

relacionam os efeitos dos neutrofilos na patogénese da anemia falciforme, ao fato de sua adeséo
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anormal no endoteélio vascular (CONRAN et al., 2009; KAUL et al., 2009; DK). Trabalhos recentes

tém identificado em pacientes com anemia falciforme portadores quadro de hemdlise grave, niveis
baixos de Oxido nitrico (NO) e seus precursores (ABBOUD & MUSALLAM, 2009). A diminuicao
do NO esté relacionado a clinicas diversas, que incluem desde a hipertensdo pulmonar, Ulceras de
perna, priapismo e AVC. Entre os fatores que correlaciona a vasculopatia incluem a ativacdo de
moléculas de adesdo das células endoteliais e leucdcitos, bem como as vias relacionadas ao estresse
oxidativo.

O conceito de que a crise algica evolui em fases foi proposta por BALLAS & SMITH
(1992) e AKINOLA e col. (1992) que descreveram em ambos 0s estudos, a presenca de duas. Uma
inicial associada com aumento da dor, diminuicdo da deformabilidade de hemacias, aumento no
nimero de células densas, de reticuldcitos, de leucécitos, e uma diminuicdo no numero de
plaguetas. A segunda fase caracterizada por uma dor intensa e reversdo gradual das anomalias da
primeira fase. Posteriormente, BALLAS (1195) redefiniu a evolucéo da crise algica em quatro fases
com média de duracdo de 10 dias, sendo nos terceiros ao sexto dia 0s momentos de maior
intensidade da crise de dor.

Uma abordagem abrangente para a avaliagdo da dor nos pacientes com anemia falciforme
requer além de avaliacdo adequada realizada pelo profissional que atende o paciente, também de
respostas fisioldgicas e comportamentais do proprio paciente. Cumpre ressaltar que em nosso
estudo, ndo acompanhamos o paciente nessas fases e sim em estado estavel da doenca. Todos 0s
dados foram retirados dos prontuéarios médicos.

As analises significativas encontradas em nosso estudo relativas a crise algica nos pacientes
com anemia falciforme demonstraram que pacientes com haplotipo CAR sdo mais propensos a
desenvolver crises de dor. Outra andlise interessante foi a presenca da talassemia alfa com haplotipo
CAR influenciar no aumento de eventos de crise algica nos pacientes, enquanto que a auséncia da
talassemia alfa associada a concentracdo da hemoglobina fetal maior que 6% proteger até 2,4 vezes
eventos de crise algica. Nosso estudo demonstrou que pacientes com anemia falciforme possuem
frequéncia maior de hospitalizagdo acima dos 16 anos de idade. Os eventos mais frequentes para
essas hospitalizacdes foram crises vaso-oclusivas, Sequestro esplénico, dores 0sseas e STA, estando
de acordo com SPORRER e col. (1994) e SOLUCIENT LLC (2005).

Apesar do evento de vaso-oclusao ser o mais presente nos pacientes com anemia falciforme,

processos fisiopatoldgicos que levam-na acontecer sdo complexos e dependentes da variagdo e
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gravidade clinica observada nesses pacientes. Atualmente, trabalhos demonstram que a

fisiopatologia associada a vaso-oclusdo na anemia falciforme néo se limita as hemacias, envolvendo
também plaquetas, leucdcitos além de outros componentes do plasma como lipideos (BUNN, 1997;
HARLAN, 2000; HEBBEL, DE 1997; LUBIN, 1.997 ROSSE; NARLA, PETZ, & STEINBERG,
2000). Apesar de ndo termos analisados o endotélio vascular, nossas analises corroboram com estes
estudos quando demonstramos que um fator isolado ndo é suficiente para provocar um evento
clinico, mas sim o sinergismo entre marcadores classicos como a hemoglobina fetal, a talassemia e
o0s haplétipos com associados com os dados hematoldgicos e bioquimicos.

Eventos clinicos como Acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda, episédios
dolorosos, hipertensdo pulmonar e priapismo sdo eventos caracteristicos na anemia falciforme,
assim como diferentes resultados laboratoriais séo tipicamente encontrados (PEGELOW et al.,
1997; ATAGA et al., 2006). No entanto, cada complicacdo clinica € individual, com excec¢do talvez
da hipertensdo pulmonar. O mesmo acontece com os valores laboratoriais que possuem limitado
valor preditivo para definir a gravidade da doenca. Integrando as complicacdes e testes individuais
na anemia falciforme, podemos pressupor valores preditivos que consigam descrever um grau de
gravidade para a AF.

Trabalhos prévios ja demonstravam que a viscosidade sanguinea e eventos de vaso-oclusao
estdo relacionados a clinicas como STA e episédios (PLATT et al., 1994). Outros estudos tém
sugerido além desses fatores, que a hemolise na anemia falciforme, talvez através de seu papel na
hipertensdo pulmonar possui importante papel na gravidade maior nesses pacientes (GLADWIN et
al., 2005; TAYLOR et al., 2006). Nosso trabalho identificou complicacdes clinicas relacionados
principalmente ao aumento da viscosidade sanguinea como também a contagem elevada do nimero
de leucdcitos, reticuldcitos e plaquetas como fator de risco para gravidade clinica maior nos
pacientes com AF.

Na literatura existem trabalhos relacionando também a intensidade da hemolise a gravidade
clinica desses pacientes (GLADWIN et al., 2004; MORRIS et al., 2005; LEZCANO et al., 2006).
Trabalhos mais recentes associam também a intensidade da anemia hemolitica os niveis de LDH,
AST, ALT e de bilirrubina. No entanto, devemos ter cautela na observancia de saber separar estes
indicadores das doencas hepaticas.

A contagem de reticuldcitos foi outro parametro que estimou a gravidade da doenca em

nossos pacientes. Essa associacdo talvez seja estabelecida devida a relagdo de que quanto mais
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elevada é a contagem de reticuldcitos, maior a intensidade da hemdlise. SEBASTIANI e col. (2007)

também demonstraram a associacdo dos reticulocitos na gravidade clinica desses pacientes. Além
disso, nosso trabalho corrobora com a literatura onde a concentracdo da HbF elevada inibe a
polimerizacdo da hemoglobina S, reduzindo assim o dano a membrana das hemécias, aumentando
desta forma a vida média das hemacias, reduzindo indiretamente a reticulocitose (STUART &
NAGEL, 2004; HEBBEL et al., 2004; STEINBERG, 2005)

Nosso achado de que a gravidade clinica dos pacientes com anemia falciforme é dependente
de fatores que em sinergismo modulam a expressdo da clinica corrobora com outros trabalhos na
literatura. Entre os fatores importantes encontrados em nossos estudo que interage para modular a
gravidade da doenca estdo contagem de leucdcitos, plaquetas, reticuldcitos e concentracdo da HbF
(FREMPONG & STEINBERG, 2001; STEINBERG, 2005; MICHALOWSKI et al., 2006).

Nossos resultados demonstraram que a globulina sérica e proteinas totais estavam elevadas
nos pacientes que apresentavam maiores frequéncias de vaso-oclusao, corroborou com outros
trabalhos na literatura (POWARS, 1991; FALK et al.,, 1992; STEINBERG et al., 2003).
SEBASTIANI e col. (2007) demonstraram que pacientes que apresentam proteinlria aumentava a
probabilidade de morte precoce em 63%, confirmando o prognéstico adverso desta medida na
doenca real cronica deste pacientes.

Em nossas andlises, a gravidade clinica foi determinada por uma série de variaveis que
interagiam entre si. Porém, o papel de prognostico de algumas dessas variaveis, pode ndo ter acao
sozinha, mas sim em conjunto. Por exemplo, PLATT (1994) demonstrou efeitos isolados da
elevacdo global de leucocitos ou da bilirrubina como risco de O6bito precoce em pacientes
pediatricos. Nosso trabalho demonstrou elevacdo da bilirrubina direta em até duas vezes em
pacientes com eventos de infec¢Bes e diminuicdo de até trés vezes nas crises vaso-oclusivas. Ao
mesmo tempo, a elevagdo da bilirrubina total esteve diretamente proporcional ao aumento dos
valores de leucdcitos e reticulocitos (p= 0,006) e com a diminuicdo dos valores de hemoglobina
(p<0,001).

Sabemos que o fendtipo dos pacientes com anemia falciforme é heterogéneo e dependente
de diversos fatores, principalmente localidade geogréafica. Salvador possui a maior frequéncia da
populacédo brasileira em casos de AF. Apesar de nosso pacientes serem representativos apenas da
populagdo da Bahia, acreditamos que nossos resultados de regressao logistica possam ser aplicados

a outras populagdes devido a alta especificidade e sensibilidade que o método utilizado possui, onde
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0s percentuais do modelo de regressdo (PAM) variou entre 57,65 a 95,51% de acerto, embora uma

avaliacdo em outras populacdes de pacientes com anemia falciforme seriam necessarias para
consolidar estes modelos.

Desta forma, esses modelos sugerem decisdes Uteis para ajudar no acompanhamento e
tratamento clinicos dos pacientes. A avaliacdo dos eventos clinicos concomitantemente com
marcadores hematoldgicos, bioquimicos e moleculares interligados poderia ser utilizado como
verificacdo da gravidade destes pacientes, levando a um tratamento ideal e adequado. Se durante
uma consulta, soubermos que o paciente caminha para um quadro grave, 0 medico podera escolher
de forma mais ampla e rapida opcdes terapéuticas diferenciadas, como a transfusdo de sangue,
medicamentos para dor ou drogas como a hidroxiureia ou até mesmo transplante de células-tronco.

Do total de 1379 pacientes com anemia falciforme, 52% (717) receberam pelo menos 1
transfusdo sanguinea nos ultimos 2 anos. Ao investigarmos a soroprevaléncia em nosso grupo de
pacientes com anemia falciforme, encontramos 267 (19.4%) pacientes positivos. Se analisarmos que
a soroprevaléncia positiva ocorreu devido as transfusdes sanguineas e que apenas 717 (52,5%) dos
pacientes com anemia falciforme receberam transfusdo, entdo este percentual elevaria sua
prevaléncia passando para 37,23%. As soroprevaléncias positivas encontradas em nosso estudo em
ordem de frequéncia foram VHC, HTLV-I/Il, VHB, doenca de Chagas e sifilis.

A soroprevaléncia da infeccdo pelo VHC entre pacientes com anemia falciforme tem sido
descrita previamente entre 2 a 30% (HASAN et al., 1996). Sabe-se também que a presenca do VHC
e sobrecarga de ferro estdo diretamente relacionadas ao nimero de transfusdes sanguinea entre 0s
pacientes com anemia falciforme, além da incidéncia elevada de doenca hepética cronica (FRIED,
1999). Associacdo entre a infeccdo pelo VHC e sobrecarga de ferro tem sido relacionada a
maultiplas transfusdes sanguineas, a qual contribui para aumento na absorcdo de ferro pela hemolise
cronica. Esta hemdlise acarreta lesdo hepética devido a hipoxia tecidual durante o fendbmeno de
vaso-oclusdo (FRIED, 1999; LOPES et al., 2005). Nossos resultados demonstram que mesmo 0s
pacientes soroprevalentes para VHC devido as transfusdes sanguineas previamente relatados, a
maioria dos pacientes com anemia falciforme possui funcdo hepéatica normal, como demonstrado
pelos resultados dos parametros bioquimicos (AULT & JONES, 2009).

E interessante ressaltar que a hemoglobina liberada a partir de hemdlise intravascular
consome o 6xido nitrico (ON), reduzindo sua biodisponibilidade, aumentando as espécies de

oxigénios reativas, e prejudicando a homeostase vascular, tais como a inibicdo da ativacdo
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plaquetaria e repressdo da transcricdo de moléculas de adesdo celular (GLADWIN et al., 2004).

Nossos resultados sugerem gque o aumento dos triglicerideos, LDL-C, concentracdo do ferro sérico e
ferritina podem estar relacionados com estados de hemolise cronica e inflamatdria, como
previamente descrito (NOFER et al., 2002; JACOBSON et al., 2007).

Baseado em nossos resultados demonstrando aumento de alteracGes 0sseas, Ulceras de perna
e crises algicas entre os pacientes com anemia falciforme, acreditamos que esses individuos com
soroprevaléncia positiva para infec¢do pelo VHC necessitam ser melhor analisados para esclarecer a
forma adequada de se verificar a intensidade de danos hepaticos, além dos mecanismos pelos quais
0 VHC modula e aumenta a gravidade da doenca.

Ha na literatura poucos estudos sobre o risco de infeccdo por HTLV-I/I1 em pacientes com
anemia falciforme, porém, as consequéncias da infeccdo pelo HTLV em pacientes com anemia
falciforme sdo atualmente bem desconhecidas. Trabalhos anteriores ja demonstravam que a terapia
com transfusGes sanguineas seria um fator de risco importante infeccdo para do HTLV-I/1l (LE
TURDU-CHICOT et al., 2002). Estudos anteriores realizados na Bahia confirmaram a alta
prevaléncia de infecgdo pelo HTLV-I/Il. Através de estudos moleculares realizados em cidades do
estado da Bahia, foi demonstrado que a espécie mais prevalente para HTLV-I/Il é do subtipo
Cosmopolita. Este estudo sugeriu que foram os sul-africanos que introduziram o subtipo
Cosmopolita em Salvador e, possivelmente, em outras areas da América Latina (DOURADO et al.,
2003; REGO et al., 2008).

Em pacientes com anemia falciforme, envolvimento do tecido Osseo varia desde
manifestacdes agudas, tais como crises vaso-oclusivas ou osteomielite a complicagdes cronicas e
debilitantes, como osteonecrose, osteoporose e osteopenia, diminui¢do do crescimento e infecgdes
cronicas (GUREVITCH & SLAVIN, 2006; SARRAI et al., 2007; ATSUMI et al., 2009). A relacdo
entre a infeccdo pelo HTLV-I e osteoporose foi demonstrada por SCHACHTER e col. (2003) como
alteracdes na matriz extracelular do tecido neural importante para a deposicdo 6ssea mineral.

De acordo com nossos resultados, os pacientes com anemia falciforme soroprevalentes
positivos para HTLV-I/Il apresentaram mais alteracbes ésseas, sugerindo que o HTLV-I/II
contribua para a gravidade clinica da doenga. Além disso, nossos resultados demonstraram um
aumento nos parametros hematologicos, como a hemoglobina, hematdcrito e hemacias, que podem
contribuir para gravidade maior nesses pacientes, principalmente no tecido 6sseo devido ao

aumento da viscosidade sanguinea secundéria a infec¢éo.
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A associacao encontrada a insuficiéncia respiratoria e soroprevaléncia positiva para HTLV-

I/11 ainda ndo esta clara e deve ser melhor explorada para descrever 0 mecanismo da modulacao
clinica exercida pelo HTLV-I/Il nos casos de alteragdes pulmonares como pneumonia.
Recentemente, ATSUMI et al. (2009) descreveram associagdo entre a infecgdo pelo HTLV-1 e a
presenca de pneumonia adquirida na comunidade, concluindo que pacientes positivos para HTLV-I
podem desenvolver uma forma relativamente grave de pneumonia. Nossos resultados demonstraram
que a infeccdo pelo HTLV-I/Il esteve associada com o desenvolvimento de insuficiéncia
respiratéria em pacientes com anemia falciforme, corroborando LITTLETON et al. (2002), que
descreveram dois pacientes soroprevalentes para HTLV-1/11 com insuficiéncia respiratéria.

A infeccdo por chagas e sifilis ndo demonstrou associa¢do com a clinica nos pacientes com
AF. Talvez devido a baixa soroprevaléncia em nosso pacientes. Todavia, ha trabalhos que
descreveram uma evolucdo clinica mais gravida em pacientes com anemia falciforme
soroprevalentes para chagas ou sifilis (SUCHETT-KAYE, 1948; MATSUBARA et al., 1993).
Acreditamos que pesquisas adicionais relacionadas a essas infec¢des e sua influéncia em pacientes
com anemia falciforme seré importante para definir um possivel papel na modulacéo clinica da AF.

Ja a infeccdo pelo HIV tem sido associada com um aumento da hipertensdo pulmonar em
pacientes com anemias hemoliticas, o qual € um aspecto clinico muito importante associado a uma
gravidade clinica mais grave nos pacientes com anemia falciforme (OHENE-FREMPONG &
STEINBERG, 2001; (BARNETT et al., 2008)).

De acordo com nossos resultados, existe uma complexa associacdo entre a soroprevaléncia
para VHC e/ou HTLV-I/lIl com eventos clinicos que modulam o risco de uma gravidade clinica
mais grave nos pacientes com AF. Desta forma, nossos dados demonstram que estudos relacionados
as caracteristicas clinicas dos pacientes com anemia falciforme e soroprevaléncia positiva,
principalmente para VHC e HTLV-I/Il possuem interesse bioldgico, podendo contribuir para a
compreensdo dos mecanismos através dos quais agentes infecciosos interagem na presenca das

hemoglobinas.
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CONCLUSOES

1. A contagem de reticulécitos quando analisada isoladamente, apresentou diferencas
significativas como fator de risco para 0 sexo em pacientes com AF, sendo mais elevado nas

mulheres;

2. Homens com AF apresentaram frequéncias mais graves dos eventos clinicos, ocorrendo até

duas vezes mais eventos de STA e hospitalizagdes;

3. A frequéncia genotipica de 26,5% para a talassemia alfa em nossos pacientes corroborou com

dados da literatura sobre a frequéncia elevada em nossa populacéo;

4. A talassemia alfa 2> esteve associada ao aumento do niimero de hemécias, concentracio de
hemoglobina, hematocrito e diminuicdo dos valores de VCM e HCM, mas ndo mostrou associagdo
com os eventos clinicos estudados;

5. Os valores de triglicerideos estiveram aumentado com a presenca da talassemia alfa 2°™;

23,7kb

6. A presenca da talassemia alfa com os eventos clinicos estudados demonstrou forte

associagdo com priapismo;

7. A frequéncia dos haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S, corroborou os dados
da literatura sobre a presenca elevada do haplo6tipo Ben, seguido do haplétipo CAR e predominio do

genotipo CAR/Ben em nossa populagéo;

8. Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significante entre as concentracfes de
hemoglobinas quando comparados pacientes com diferentes gendétipos ligados ao grupo de genes da

globina beta S;
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9. Diferencas estatisticamente significante foram encontradas para os valores de reticuldcitos

quando comparados pacientes com diferentes gendtipos ligados ao grupo de genes da globina beta

S, tendo o CAR/CAR o0s menores valores;

10. Os fenbmenos vaso-oclusivos, crises dolorosas e as infeccbes do trato respiratorio
constituiram as causas mais frequentes de eventos clinicos na populagédo de pacientes estudados em

todas as faixas etérias, sendo STA e dor abdominal as manifesta¢fes clinicas mais comuns;

11. Os dados hematoldgicos e bioquimicos demonstraram associacdo significativa com quase

todos os eventos clinicos nos pacientes com AF, principalmente para hospitalizacoes e infeccdes;

12. Quando analisado isoladamente, pacientes com concentragdo de hemoglobina fetal menor que

6% apresentaram maior frequéncia para ulcera maleolar;

13. Quando analisado isoladamente, pacientes com contagem global de leucdcitos menores que

15,0 x10°%/L apresentaram maior frequéncia para insuficiéncia respiratoria;

14. Quando analisado isoladamente, pacientes com contagem de plaquetas maior que 375 x 10%/L,

apresentaram maior frequéncia para insuficiéncia cardiaca,;

15. Quando analisado isoladamente, pacientes com contagem de reticuldcitos maior que 5%,

apresentaram maior frequéncia para crises vaso-oclusivas;

16. Quando analisado isoladamente, pacientes com valores de hemoglobina menores que 7,0 g/dl,
apresentaram maiores frequéncias para crises vaso-oclusivas e dores abdominais, enquanto valores

menores que 7,0 g/dl para necrose avascular e STA;

17. O evento da STA diminui sua frequéncia a medida o paciente elevava seus valores de
hemoglobina;
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18. Os pacientes com idade menor que 21 anos apresentaram as maiores razoes de prevaléncias

para insuficiéncia cardiaca e dores dsseas enquanto os maiores que 21 anos para Ulcera maleolar;

19. Andlises multivariadas de regressdo logistica binaria demonstraram significancia clinica para:

a. Eventos de AVC, crises vaso-oclusivas e hospitalizacfes sdo cerca de duas vezes mais
frequentes nos homens com associacdo dependente do sinergismo entre HAPLO e TA,

b.  Pacientes com haplotipo CAR e portador da talassemia alfa foram mais propensos a
ocorréncia de AVC, crises vaso-oclusivas e hospitaliza¢fes, enquanto o genétipo Ben foi protetor;
c. A presenca da talassemia alfa em pacientes com hapl6tipo CAR influenciou um aumento de
2,3 vezes naqueles com contagem de reticulécitos acima de 5%;

d. A auséncia da talassemia alfa influenciou de maneira protetora para eventos de sequestro
esplénico quando associadas a concentracdes de HbF maiores que 6%;

e.  As analises para STA demonstraram que os gendtipos HAPLO e TA com o sexo sdo fatores
que influenciam diretamente a prevaléncia deste evento;

f.  Para os eventos de ulcera maleolar, verificamos que a concentracdo da HbF é um fator de
risco importante, influenciando na frequéncia entre os sexos a depender da presenca ou ndo da TA,

HAPLO e a contagem de reticulécitos.

20. A analise da curva ROC demonstrou que valores de albunima sérica e proteinas totais podem
marcadores de gravidade para crises vaso-oclusivas, enquanto a desidrogenase latica e a contagem

global de mondcitos pora a insuficiéncia respiratoria;

21. A soroprevaléncia positiva mais frequente em nossa populacdo foi do virus da hepatite C,
seguida por HTLV;

22. Associacdo significativa foi demonstrada para soroprevaléncia positiva para VHC e HTLV-

I/11 e alteragOes Osseas, Ulcera de perna, crises dolorosas e insuficiéncia;
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23. O sequenciamento génico do HS2-LCR demonstrou a presenca de polimorfismos ja

anteriormente descritos, sendo -10951 T>G, -10920 T>G, -10905 A>G, -10725 G>A, -
10623 _10570del (AT) e -10390 A>T.
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TERMO DE CONSENTIMENTO

ANEXO |
Eu, , com 18 anos de idade ou mais, (nome do pai

ou responsavel) detentor de integral competéncia dou consentimento para participar como
voluntario do estudo denominado “DIVERSIDADE FENOTIPICA E CARACTERIZACAO
MOLECULAR DA REGIAO CONTROLADORA DO LOCUS (LCR) DO GENE DA GLOBINA
BETA NA ANEMIA FALCIFORME.”, sob a coordenagéo de Dra. Marilda de Souza Gongalves.
As implicacOes de sua participacdo voluntéria, incluindo a natureza, duragéo e objetivo do estudo,

0s métodos e meios através dos quais deve ser conduzido e as inconveniéncias e riscos que podem

ser naturalmente esperados foram explicados por
(nome do investigador
no(a) (endereco e telefone).

Entendo também que eu tenho permissdo para a qualquer momento revogar 0 meu consentimento e
retirar o paciente do estudo sem sofrer nenhuma punicgéo ou perda de direitos. Entretanto, o paciente
poderd ser solicitado a realizar exames , caso 0 médico que o assiste, julgue-0s necessarios para sua
saude e bem estar. Minha recusa em permitir que meu filho ou tutelado participe do estudo ndo
resultara em punicdes ou perdas de beneficios a que ele/ela tenha direito.

Nome do responsavel (letra de forma)

Assinatura do responsavel Data [/ [/

Endereco

NuUmero de identidade

NUmero no estudo

Eu presenciei a explicacdo acima descrita, confirmando a oportunidade concedida ao responsavel de
formular perguntas e testemunho a assinatura do pai ou responsavel pelo menor neste documento.

Nome da testemunha - 1 (letra de forma)

Assinatura da testemunha-1 Data [/ [

Nome da testemunha - 2 (letra de forma)

Assinatura da testemunha-2 Data_ / [

Assinatura do investigador Data [/ [/

Nome do investigador (letra de forma)
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EXPLICACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO

TITULO DO ESTUDO

“DIVERSIDADE FENOTIPICA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DA REGIAO
CONTROLADORA DO LOCUS (LCR) DO GENE DA GLOBINA BETA NA ANEMIA
FALCIFORME.”

Investigador principal

Dra. Marilda de Souza Goncalves

Centro de Pesquisa Gongalo Moniz — FIOCRUZ — BA
Faculdade de Farmécia — Universidade Federal da Bahia

Informacdes sobre a sua participacao.

As anemias sdo doengas que podem ocorrer mais freqlentemente por falta de alimentacdo
adequada, por parasitoses, mas também existe uma causa muito encontrada na nossa populacao e
que pode ser herdada do pai e da mae, devido a um defeito na substancia que se une ao oxigénio e o
leva por todo 0 nosso corpo. Esta substancia é chamada de hemoglobina e uma das doencas mais
comuns é a anemia falciforme.

A anemia falciforme é uma doenca grave e os individuos transmissores da heranca representam 7%
da nossa populacdo. Por isso, é importante realizar estudos que possam ajudar a compreender
melhor esta doenca e também colaborar para o surgimento de um novo tipo de tratamento.

Por esses motivos, vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa médica, que envolvera
diagndstico, assisténcia e informag@es sobre esta anemia hereditaria. E de grande importancia que
vocé entenda os principios gerais que se seguem e que serdo aplicados a todos os participantes do
nosso estudo: a) sua participacdo é totalmente voluntéria; b) vocé poderd interromper sua
participacdo antes ou em qualquer momento do estudo. Sua recusa em participar ndo envolvera
punicdes ou perda de seus direitos constituidos; c) depois de lidas as explicagdes, vocé pode fazer

qualquer pergunta necessaria ao seu entendimento.
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OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo é fornecer o diagndstico desta anemia, com as suas carcteristicas,
fornecendo acompanhamento médico aos portadores e proporcionando uma melhor qualidade de
vida aos mesmos. Caso vocé concorde em participar, deve permitir a coleta de 5 mL de sangue, que
sera realizado pela equipe responsavel na Fundacdo Hemocentro da Bahia / HEMOBA, destinados a
realizacdo das analises laboratoriais.

Duracédo da sua participagao

O tempo previsto para a realizacdo do nosso estudo serd de aproximadamente 04 (quatro) anos.
Entretanto, todos os portadores da anemia serdo assistidos pela equipe médica do HEMOBA para
acompanhamento clinico e aconselhamento genético.

Riscos, danos e desconfortos

O sangue sera coletado através da utilizacdo de materiais novos, estéreis e descartaveis, por pessoal
habilitado e especializado. As amostras para analise molecular serdo retiradas das mesmas amostras
coletadas para o diagnostico, sem a necessidade de coletas extras.

Beneficios

A participacdo neste projeto proporcionara beneficios aos individuos portadores de anemia, uma
vez que possibilitard a realizacdo do acompanhamento clinico, laboratorial e aconselhamento
genético.

Compromisso com a confidencialidade da identidade do voluntério

Os registros da participagdo da crianga no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo do
conhecimento dos participantes do projeto e do médico que o acompanha.

Novos achados significativos

Qualquer informacgdo importante que surgir durante a sua participacdo no estudo e que possa
contribuir para o melhor desenvolvimento clinico da doenca em estudo sera levada imediatamente
ao seu conhecimento e do seu médico.

Cuidados medicos

Os participantes do estudo serdo atendidos para acompanhamento no HEMOBA - Hemocentro da
Bahia. As analises laboratoriais serdo realizadas no CPqQGM-FIOCRUZ e na Faculdade de
Farmécia-UFBA.
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Pessoas e locais a serem contatadas para a obtencdo de respostas, e formulacdo de perguntas e

maiores informacoes

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso VOCé necessite de maiores
esclarecimentos.

Dra. Marilda de Souza Goncgalves — Coordenadora do projeto — Laboratério de Biologia
Molecular do Centro de Pesquisa Goncalo Moniz — FIOCRUZ

Tel: 356-8783 R- 265

Dra. Isa Lyra - Médica - Especializacdo em Hematologia - Centro de Hematologia e Hemoterapia /
HEMOBA

Tel: 357 - 2496

Dra. Angela Zanette - Médica - Especializacdo em Hematologia - Centro de Hematologia e
Hemoterapia/ HEMOBA

Tel: 357 - 2496

José Pereira de Moura Neto — Farmacéutico Bioquimico que desenvolvera a tese de doutorado
com a realizacdo do presente projeto no Laboratério LPBM — CPgGM — FIOCRUZ . Tel : 356-8783
R- 265

Caso vocé ndo tenha entendido alguma parte deste documento/explicacédo, pergunte ao investigador

antes de assinar.

Atesto o0 recebimento da cdpia deste acordo, que é constituido pelos termos de explicagdo e de

consentimento.

Assinatura do paciente Data / /
Nome do paciente (letra de forma)

Assinatura do pai/responsavel Data / /
Nome do pai/responsavel (letra de forma)

Assinatura da testemunha 1 Data / /
Nome da testemunha 1 (letra de forma)

Assinatura da testemunha 2 Data / /

Nome da testemunha 2 (letra de forma)




