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RESUMO

A anemia falciforme é a hemoglobinopatia predominante em todo 0 mundo, e no Brasil é a
doenca hereditaria mais comum. Originou-se na Africa, e se distribuiu ao redor do mundo,
chegando as Américas pela imigracdo forcada de africanos trazidos ao continente como
escravos. A heterogeneidade clinica da doenca esta relacionada a dois principais processos
patogénicos: a hemolise cronica e a elevada viscosidade/oclusdo vascular. A proporcdo de
hemoglobina fetal (HbF) persistente no organismo tem sido, sem divida, o principal achado
favorecendo a melhora clinica desses pacientes. A hidroxiuréia (HU) é uma droga que tem a
capacidade de inducdo do aumento dos niveis de HbF, porém, apesar de beneficios
comprovados, ainda hd muitas barreiras em relacdo ao uso desse medicamento, devido os
efeitos adversos trazidos pela sua administracdo. Assim, para a garantia da qualidade de vida
dos pacientes com anemia falciforme e o auxilio das tomadas de decisbes acerca de sua
terapéutica sdo necessarios protocolos que possam estabelecer um possivel prognéstico para
aqueles pacientes que ndo estdo certos sobre a adesdo ao tratamento com HU, permitindo assim
uma maior seguranga por parte do individuo. Para isso, sdo necessarias exaustivas investigacoes
isoladas acerca de associacGes gene e parametros hematoldgicos/clinicos para escolha de
variantes genéticas que de forma significativa possam mostrar possiveis condutas a partir de
provaveis prognoésticos individuais. No entanto, essas associacdes, em populacBes
particularmente miscigenadas, como do estado do Para, podem ser ainda mais lentas de
elucidacdo, pois o padrdo pode diferir de acordo com a subestruturacdo populacional,
mostrando resultados discordantes da maioria de outros estudos realizados. Em raz&o disso, 0
presente trabalho visa investigar as associagdes de parametros hematoldgicos, hemoglobina
(Hb) e hemoglobina fetal (HbF), relacionados a gravidade da doenca, as manifestagdes clinicas
e ao perfil étnico prevalente entre os pacientes com anemia falciforme do estado do Para, para
servir de auxilio em futuros trabalhos que investiguem variantes genéticas prevalentes em
grupos étnicos especificos, para busca de associagdes com a gravidade clinica da anemia

falciforme.

PALAVRAS-CHAVE: Anemia falciforme; Parametros hematoldgicos; Ancestralidade

genética.



ABSTRACT

Sickle cell anemia is the predominant hemoglobinopathy in the world, and in Brazil is the most
common hereditary disease. It originated in Africa, and was distributed around the world,
arriving at the Americas by the forced immigration of Africans brought to the continent like
slaves. The clinical heterogeneity of the disease is related to two main pathogenic processes:
chronic hemolysis and high vascular viscosity / occlusion. The proportion of persistent fetal
hemoglobin (HbF) in the body has undoubtedly been the main finding favoring the clinical
improvement of these patients. Hydroxyurea (HU) is a drug that has the ability to induce
increased HbF levels, but despite proven benefits, there are still many barriers to using this drug
due to the adverse effects brought about by its administration. Thus, in order to guarantee the
quality of life of patients with sickle cell anemia and to help them make decisions about their
therapy, protocols are needed to establish a possible prognosis for those patients who are not
sure about adherence to HU treatment, allowing thus greater security on the part of the
individual. For this, it is necessary to carry out exhaustive isolated investigations about gene
associations and hematological / clinical parameters for the choice of genetic variants that in a
significant way can show possible conducts from probable individual prognoses. However,
these associations in particularly mixed populations, such as in the state of Para, may be even
slower to elucidate, since the pattern may differ according to population substructuration,
showing results that are discordant to most other studies. Therefore, the present study aims to
investigate the associations of hematological parameters, hemoglobin (Hb) and fetal
hemoglobin (HbF), related to the severity of the disease, clinical manifestations and ethnic
profile prevalent among patients with sickle cell disease in the state of Para , to serve as an aid
in future research investigating genetic variants prevalent in specific ethnic groups, in order to

search for associations with the clinical severity of sickle cell anemia.

KEYWORDS: Sickle cell anemia; Hematologic parameters; Genetic ancestry.



REFERENCIAL TEORICO

1.1 A MOLECULA DE HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) é uma molécula composta por quatro subunidades formando um
complexo de duas cadeias o (alfa) e duas cadeias B (beta), com peso molecular de 64.000
daltons, tendo como funcéo principal o transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e
em alguns momentos participando do transporte de gas carbdnico no sentido inverso. Essas
quatro cadeias se dobram e se ajustam para formar um tetramero globular, que interagem entre
si fazendo com que ocorra uma alteracdo alostérica cooperativa nessa molécula, permitindo
assim gue a hemoglobina absorva e libere oxigénio com mais eficiéncia do que se estivesse em
cadeia unica (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; WATANABE, 2015)

A Hb é constituida por um atomo central (ion de ferro) e por 2 pares de subunidades
polipeptidicas idénticas, que sdo as cadeias globinicas, cada par dessas cadeias é codificado por
um gene diferente. O grupamento de genes da globina a, esta localizado no cromossomo 16,
enquanto que o grupamento da globina 3, encontra-se no cromossomo 11. Estes genes estdo
presentes nos Cromossomos na mesma ordem em que S80 expressos no momento do
desenvolvimento humano. Durante o periodo fetal, o tipo que predomina é a hemoglobina fetal
(HbF) (MACHADO, 2015).

AlteracOes que possam ocorrer e modificar a estrutura da hemoglobina e alteragdes nas
quais uma ou mais cadeias globinicas sdo sintetizadas com taxas reduzidas, sdo conhecidas
como hemoglobinopatias estruturais e talassemias, respectivamente. Devido a alta
miscigenacdo da populagéo brasileira, ocorreu grande dispersdo dos genes que originam as
hemoglobinas variantes e que séo determinantes nas hemoglobinopatias e talassemias. Entre as
hemoglobinopatias estruturais, a Doenca Falciforme inclui individuos com anemia falciforme
(AF) e distarbios heterozigotos compostos, sendo a patologia hereditaria mais comum e
impactante no mundo (LOPES, 2014, VILELA et al, 2014).

1.2  ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF) é uma doenca de heranca autossdmica recessiva que teve
origem em paises africanos, sendo assim de maior incidéncia na populacdo negra, tendo sido
descrita pela primeira vez em 1910, por James Herrick, um médico de Chicago (NAOUM,

1997). Por se tratar de uma hemoglobinopatia a AF resulta de uma ma formacéo do eritrocito,



e este assume transitoriamente uma forma de foice, dando origem ao nome falciforme (ALVES,
2014).

A principal caracteristica da anemia falciforme ¢é a presenca da hemoglobina S (Hb S),
que é gerada em funcdo de uma mutacdo na cadeia beta da globina. Essa Hb S causa a
polimerizacdo da hemoglobina que forma a hemacia em foice gerando diversos danos, dentre
eles a retirada precoce do eritrocito da corrente sanguinea e, como consequéncia maiores

chances de haver processos de obstrucéo do fluxo sanguineo (ALEXANDRE, 2012).

Em todo continente americano o gene da HbS é bem frequente, por conta da imigracéo
forcada. J& no Brasil, as regides Sudeste e Nordeste apresentam maior frequéncia. De acordo
com o Programa Nacional de Triagem Neonatal do Ministério da Salde, nascem a cada ano no
Brasil 3.500 criangas com doenca falciforme e 200.000 com traco falciforme, e segundo
estimativas 7.200.000 pessoas sdo portadoras do traco falcémico (HbAS). Dentre os estados
brasileiros, a incidéncia maior de doenca falciforme ocorre na Bahia, seguida de Rio de Janeiro,
Pernambuco, Maranhdo, Minas Gerais e Goias (SABINO E GADELHA, 2016).

Além de ser a forma mais prevalente entre as doencas falciformes, a AF geralmente
apresenta maior gravidade clinica e hematoldgica. Por se tratar de uma alteragdo da globina
beta, caracteristicas clinicas dessa doen¢a, muitas vezes, sdo notadas apenas depois da
estabilizagcdo na producdo das globinas, que ocorre por volta do sexto més de vida, quando a
sintese da globina gama € interrompida e o gene beta sintetiza as globinas beta normais
(NAOUM, 2000). A AF apresenta importancia clinica, hematoldgica, bioquimica, genética,
antropologica e epidemioldgica, entre outras, devida a alta morbidade e mortalidade que

apresenta.

A sintomatologia clinica apresenta grande variagdo entre os pacientes com AF, porém
todos possuem um mesmo defeito genético, entdo as diferencas clinicas observadas nos
pacientes dependem de algumas variaveis, tais como: fatores ambientais e genéticos. E dentre
os fatores genéticos que permitem a melhor compreensdo da heterogeneidade clinica da AF,
pode-se destacar os niveis de HbF, que pode ser considerado um fator de modulacéo genética
da doenga (MOUSINHO et al, 2008).



1.2.1 A Hemoglobina Fetal

Formada por duas cadeias o e duas cadeias y (gama), a hemoglobina fetal ¢ caracteristica
do periodo fetal de desenvolvimento, pertencendo a familia da beta globina humana. Encontra-
se localizada no cromossomo 11 e 16, os genes dessa familia atuam em diversas fases do
desenvolvimento, gerando a reducdo na sintese logo ap6s o nascimento. Na vida adulta, os
niveis de Hb fetal representam 1% ou menos de Hb totais, a média fica em torno de 0,4%
(ZAMARO et al, 2003).

Sendo produzida pelos genes da globina y, a HbF é encontrada em um pequeno
contingente de eritrocitos (células F), cujo o nimero € geneticamente determinado. Os niveis
de HbF aumentados muitas vezes séo associados a uma reducao na morbidade e mortalidade de
doencas como a Anemia Falciforme (AF). Diversos agentes citotoxicos, fatores de crescimento
hematopoiético e acidos graxos de cadeia curta, estdo sendo estudados para o tratamento de AF,
pois estes estimulam uma sintese maior de HbF (SILVA et al, 2009).

Adultos normais apresentam uma taxa pequena de HbF em torno de 0,4%, porém uma
pequena parcela dessa populagdo pode apresentar niveis que variam até 5%. Em pacientes com
AF, essa concentracdo de HbF pode variar entre 0,5 a 30%, com média proxima a 8%. Esse
grau de variacdo na persisténcia de HbF entre adultos normais é uma variacdo geneticamente
controlada, ndo possuindo consequéncias clinicas. Em pacientes com doencas falciformes, essa
persisténcia de altos niveis de HbF pode trazer grandes beneficios clinicos. As bases
moleculares para a persisténcia da HbF em adultos sdo muito heterogéneas. A identificacéo de
mecanismos moduladores da HbF, envolve ndo apenas a identificacdo das variantes causais ou
dos genes cuja expressdo alteram, como também as consequéncias funcionais subsequentes
(GUALANDRO, 2009).

Devido ao declinio dos niveis de HbF ap6s o sexto més de vida, pode ocorrer uma
anemia hemolitica representando um dos sintomas iniciais de AF, sendo essa HbF um fator de
protecdo em combate ao fendmeno de falcizacdo das hemaécias, devido a sua grande afinidade
com o oxigénio. Diversos estudos demonstram que a protecdo conferida pela persisténcia dos
niveis de HbF, interfere positivamente no combate as manifestagdes clinicas, além de gerar uma
condigdo clinica chamada de Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF), a qual
tem como principais caracteristicas sintese de HbF na vida adulta e diminuicdo/auséncia de
alteracdes hematoldgicas (MOUSINHO et al, 2008).
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Polimorfismos genéticos associados a pelo menos 30% da variacdo que ocorre nos
niveis basais de HbF tém sido descritos em genes como HBG2, HBS1L-MYB e BCL11A.
LETTRE et al. 2008 e MA et al. 2007, estudaram pacientes com doenca falciforme que faziam
uso de HU e observaram dezessete SNPs significativamente associados com alteracdes dos
niveis de HbF. Esses SNPs estdo localizados nos genes MAP3K5 (rs9376230, rs9483947),
TOX (rs826729, rs765587, rs9693712, rs172652, rs380620), NOS1 (rs816361, rs7977109),
FLT1 (rs9319428, rs2182008, rs8002446), ARG2 (rs10483801, rs10483802), HAO2
(rs10494225) e NOS2A (rs1137933, rs944725).

1.3 TRATAMENTO DA ANEMIA FALCIFORME: HIDROXIUREIA, EFEITOS
ADVERSOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A hidroxiuréia (HU) é um agente citotoxico que tem sido utilizado no tratamento de
doencas reumaticas e leucemia miel6ide crénica. Em pacientes com doenca falciforme, esse
medicamento passou a ser utilizado devido sua capacidade de inducdo do aumento dos niveis
de producédo de HbF nas células, diminuindo assim as tendéncias de afoicamento dos globulos
vermelhos. O mecanismo exato de como essa droga age ainda ndo foi completamente
compreendido; mas sabe-se que ela atua na parada da replicacdo das células falciformes durante
as diferentes fases do processo de diviséo celular, o que favorece o aumento da producéo de
HbF (LAL E VINCHINSKY, 2011).

E indiscutivel a maior sobrevida e a melhor qualidade adquirida pelos pacientes com
doenca falciforme, durante o tratamento com HU. A maioria dos pacientes que realizam o
tratamento respondem de maneira satisfatoria ao aumento dos niveis de HbF na corrente

sanguinea, embora esses niveis variem consideravelmente.

A hidroxiuréia é o maior avango terapéutico para o tratamento da doenca falciforme,
embora tratamentos adicionais sejam necessarios. Isso ocorre porque cerca de 40% dos
pacientes ndo se beneficiara em longo prazo, seja por causa de sua ma administracao, seja pela
ndo adesdo ao tratamento (pelo paciente), seja ainda auséncia de resposta devido a toxicidades
causadas pelas reagdes adversas ao medicamento. Uma vez que, por ser a Unica droga
comercializada para o tratamento da doenca falciforme, ela precisa estar adequadamente
prescrita, pois sua utilizacdo sera durante a vida inteira desses pacientes, garantindo assim sua

maior expectativa de vida.

Covas et al., (2004) mostraram que a HU tem muitos efeitos sobre a linhagem
eritrocitaria, promovendo elevacgdo no nivel de HbF (60% dos pacientes tratados), aumento dos
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niveis de hemoglobina (Hb) e volume corpuscular médio (VCM), e reducdo da quantidade de
reticuldcitos. Em portadores de anemia falciforme, a reducdo na taxa de hemoglobina total e
microcitose, associada a acentuada reticulocitose caracteriza a gravidade da anemia hemolitica.
Dessa forma, a reducdo no nivel de reticuldcitos durante o tratamento, sugere a reducdo de
hemolise e gravidade da doenca (ANDRADE et al., 2001).

O tratamento com HU pode causar supressao da medula, e por isso a administragdo da
droga é interrompida, para permitir a recuperacdo medular, e entdo reiniciada com uma dose
inferior aquela que provoca a mielosupressio (CHARACHE et al., 1995; DAVIES E
GILMORE, 2003). Experiéncias clinicas confirmam que, em curto prazo, os efeitos toxicos da
HU mais grave é o da mielosupressao (transitoria e reversivel), principalmente os casos de
neutropenia. A diminuicdo dos neutrofilos circulantes torna os pacientes mais suscetiveis a
infeccdes bacterianas e, sem a devida atencdo médica, o estado do paciente pode tornar-se risco
de morte. Dessa forma, a contagem absoluta dos neutréfilos € usada como limiar de toxicidade
e ajuste de dose de HU durante o tratamento (KINNEY et al., 1999; HEENEY E WARE, 2008).

As principais desvantagens do uso da HU séo a necessidade de monitoramento frequente
dos efeitos citotoxicos do farmaco, devido geracdo de radical livre no organismo
(PRZYBYSZEWSKI, 2006). Além disso, o potencial carcinogénico e o teratogénico do
farmaco tém um peso maior na hora de prescricdo para criangas, e iSso serve como barreira
sobre a seguranca e eficacia do tratamento e consequentemente, sua adesdo por parte dos
pacientes (WALSH et al., 2014, MUELLER 2008, FRIEDRISCH et al., 2008, HANKINS et
al., 2005, VICHINSKY et al., 1988). Em longo prazo, € que comecam as duvidas de maiores
complicagdes, como é o caso do aparecimento de cancer devido efeitos teratogénicos,
anormalidades neonatais e infertilidade (THORNBURG et al., 2012, TAYLOR et al., 2008).
Dessa forma, apesar de beneficios comprovados, ainda ha muitas barreiras em relagcdo ao uso
da HU no mundo (OYEKU et al., 2013).

A razdo para a intensa variacdo fenotipica observada em relacdo aos pacientes com
doenca falciforme que fazem tratamento com HU ainda é indefinida, mas é provavel que fatores
genéticos estejam interferindo em diferentes vias regulatorias envolvidas no controle da
producéo de globinas-gama e no metabolismo desse medicamento (MA et al., 2007, WARE et
al, 2010).

Futuramente, com o aumento do conhecimento sobre os fatores genéticos que modulam
a resposta ao tratamento da doenga falciforme com HU, bem como associagdo de parametros

hematoldgicos/clinicos e variantes genéticas, serd possivel constituir um painel de marcadores
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genéticos a ser investigado com o objetivo de adequar o tratamento com a utilizacdo mais

personalizada do uso da HU, diminuindo, assim, os efeitos citotoxicos do farmaco.

Outra possibilidade com a criacdo desse protocolo genético seria sua utilizacdo
justificada para adiantar o transplante de medula 6ssea em pacientes que pudessem ter
confirmado um mau prognoéstico no caso de adesdo ao tratamento com HU, e por isso “adiantar
etapas” (uma vez que existe um protocolo para indicacdo do transplante, independente de ter
ou ndo doador compativel) para utilizagdo do transplante de forma “profilatica”, o que
aumentaria a sobrevida livre das manifestacdes clinicas advindas da doenca nesses pacientes
(Ministério da Saude, Portaria n® 2.139/GM/MS, de 18 de dezembro de 2015).

1.4 ANCESTRALIDADE GENETICA

A populacgdo brasileira é uma das que apresenta maior contribuicdo genética de povos
de diferentes origens do mundo. Estimativas antes da colonizagdo sugerem que havia cerca de
2,5 milhGes de nativos brasileiros, os chamados amerindios. Com a colonizacdo, imigrantes
europeus, principalmente portugueses vieram para o pais, e na segunda metade do século XIV
teve inicio o comércio de escravos, sendo trazidos ao Brasil cerca de 3,5 milhdes de escravos,
segundo dados oficiais (VERGOLINO-HENRY, 1983). Por volta de meados do século XX,
cerca de 4 milhdes de pessoas chegaram ao Brasil, provenientes em sua maioria de Portugal,
Italia, Espanha e Alemanha, estabelecendo-se em maior parte nas regides Sul e Sudeste do pais
(SANTOS, 2009).

A contribuicdo africana é alta no Nordeste do Brasil e os amerindios tém pouca
contribuicdo nessa miscigenacdo. No Sul, esse predominio inverte, se comparado as demais
regibes geograficas, sendo maior a contribuicdo amerindia que a contribuicdo africana. A
populacdo do estado do Para teve origem por meio da miscigenacao de europeus, africanos e
amerindios, sendo 0s europeus representados em sua maioria pelos portugueses (SANTOS,
2009).

A anemia falciforme teve origem na Africa e foi trazida as Américas por meio da
imigracdo forcada de escravos. Apesar de ser uma doenga predominante em negros, no Brasil,

a populacéo parda vem sendo bastante atingida (NAOUM, 1997).

Devido o0 intenso processo de miscigenagao ocorrido entre grupos europeus, africanos e
amerindios no Brasil, o pais tem ampla distribuicdo das frequéncias de anemia falciforme. Uma

vez que se trata de uma doenca que exibe intensa variabilidade clinica, e tem a HbF como um
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parametro fundamental para melhora desses pacientes, o trabalho propde investigar o perfil de
ancestralidade genética do povo brasileiro e possiveis associa¢cbes com a variabilidade dos
niveis de HbF nesses individuos, e consequentemente sua relagdo com a heterogeneidade

clinica observada desses pacientes do estado do Para.

Isso porque, doencas como anemia falciforme necessitam da observacdo de
caracteristicas peculiares inerentes ao perfil genético de cada paciente, sendo necessaria uma
investigacdo individual, como se propdem a farmacogenética, pois facilitaria a tomada de
decisdo dos tratamentos disponiveis baseando-se nas estimativas de seus provaveis
prognosticos. O Laboratério de Genética Humana e Médica dedica-se sobre tais estudos na
tentativa de propor um painel de variantes genéticas que estimem a gravidade clinica e perfil
genético e metabdlico do paciente para utilizagdo de determinadas drogas com grande impacto
em relacdo aos seus efeitos adversos, como é o caso da hidroxiuréia, o Unico medicamento

disponivel e eficaz para o tratamento das doencas falciformes.

O estudo realizado por Cardoso et al. (2014) mostrou uma maior correlacdo de
polimorfismos nos genes BCL11A e regido HMIP em comparagéo ao polimorfismo Xmnl no
gene HBG2. Esse estudo sugere que a variacdo genética observada em populac@es de elevado
grau de miscigenagdo pode ser decorrente desse processo de subestruturacdo populacional
ocorrida preferencialmente no continente Americano. Porém, outros estudos sdo necessarios

para validacao de tal sugestao.

Diversos tém sido os trabalhos que investigam associagdes de genes e aumento dos
niveis de HbF, como resposta ao bom progndstico da doenca. No entanto, tais variantes tém
prevaléncias diversas de acordo com os diversos grupos étnicos existentes. Dessa forma,
estabelecer o padrdo de subestruturacdo populacional pode se justificar em grupos
populacionais que exibem intensa miscigenagdo, como é o caso dos pacientes do estado do
Pard, que provavelmente ndo exibirdo as mesmas associa¢des gene-progndéstico-doenca que 0s

demais trabalhos publicados sobre o assunto.

1.5 OBJETIVO GERAL

Investigacdo da concentracdo de hemoglobina, hemoglobina fetal, médias de
manifestacdes clinicas e sua associacdo ao grupo étnico prevalente entre 0s pacientes, com

anemia falciforme do estado do Para.
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1.5.1 Objetivos Especificos

Determinar o perfil de variacdo dos parémetros hematoldgicos (Hb e HbF) nos pacintes.

Relacionar as variagfes dos parametros ao perfil de manisfestacdes clinicas desses

pacientes.

Relacionar os parametros hematoldgicos e as manifestacGes clinicas com o perfil de

ancestralidade genética observado nos pacientes.
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RESUMO

Extensos estudos sdo conduzidos na busca de associacdo gene-doenca, para escolha
adequada de quais variantes genéticas estdo mais fortemente associadas a investigacdo que se
quer realizar. Em populagdes brasileiras, onde ha elevado grau de miscigenacao entre diferentes
grupos que contribuiram para essa formacdo, essas relacdes gene-doenca sao ainda mais dificeis
de serem mostradas, e ndo seguem um padréo claro de associacdo, muitas vezes, devido ao
elevado grau de mistura étnica com grupos que interferem nesses resultados. Dessa forma,
estabelecer padrfes de subestruturacdo populacional, em grupos de pacientes, que ja
apresentam consideraveis graus de mistura entre diferentes populagdes é fundamental para
escolha de quais variantes genéticas, prevalentemente observadas em grupos especificos
poderdo ser mais fortemente associados a esses estudos. O trabalho investigou 178 pacientes
com anemia falciforme atendidos na Fundagdo HEMOPA, do estado do Para, e estimou o
padrdo de subestruturacdo populacional, por meio do protocolo descrito por Santos et al.,
(2009), para testar possiveis associagdes com parametros hematologicos e clinicos relacionados
a doenca. Diferente do esperado, os pacientes apresentaram 54% de contribui¢do européia,
seguido de 25% de contribuicdo indigena e 21% de africanos. As menores médias de Hb e HbF
foram observadas entre os pacientes com maior ancestralidade africana, o que sugere uma maior
gravidade clinica. Dessa forma, futuros estudos devem direcionar para investigacéo de variantes
genéticas prevalentemente de origem africana que estejam associadas a diminuicdo dos
pardmetros hematoldgicos e maior gravidade clinica da anemia falciforme, servindo de
informacdo para tracar um perfil genético de pacientes que possivelmente terdo maiores agravos

da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Anemia Falciforme, Parametros Hematoldgicos, Ancestralidade

Genética e Variantes Genéticas.
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INTRODUCAO

Diferentes frequéncias alélicas sdo observadas entre variantes genéticas em associacao
com doencas nas diferentes populacées do mundo. Esse paradigma é importante quando se
investigam associacOes genes-doencas, pois muitas vezes a auséncia de correlacdo pode ser
resultado de subestruturagcfes populacionais presentes em populagfes miscigenadas (Goldstein
e Hirschhorn, 2004).

A populacdo brasileira é uma das que apresenta maior contribuicdo genética de povos
de diferentes origens do mundo. Estimativas antes da colonizagdo sugerem que havia cerca de
2,5 milhGes de nativos brasileiros, os chamados amerindios. Com a colonizacdo, imigrantes
europeus, principalmente portugueses vieram para o pais, e na segunda metade do século X1V
teve inicio o comércio de escravos africanos, sendo trazidos ao Brasil cerca de 3,5 milhdes de

individuos, segundo dados oficiais (Vergolino-Henry, 1983).

Essa peculiaridade em relacdo a populacdo brasileira é ainda mais importante de ser
analisada quando a investigacdo se refere a doencas que exibem amplo espectro de
heterogeneidade clinica e distribuicdo no pais, como a anemia falciforme, pois padrdes diversos
de subestruturacdo populacional podem exibir associa¢des inesperadas com variantes genéticas,
gerando assim complica¢fes acerca das decisOes terapéuticas que necessitam serem tomadas,

além de aumentar o espectro de clinicas observado por essas doencas.

O Unico tratamento disponivel para anemia falciforme € a hidroxiuréia (HU), um agente
citotoxico que passou a ser utilizado devido sua capacidade de indu¢do do aumento dos niveis
de producdo de hemoglobina fetal (HbF) nas células, aumento dos niveis de Hb e VCM,
diminuindo assim as tendéncias de falcizacéo dos globulos vermelhos (Lal e Vinchinsky, 2011).
Diversos sdo os beneficios desse tratamento (Kovacic, 2011, Davies e Gilmore, 2003), no
entanto, efeitos adversos como supressdao medular (Charache et al., 1995; Davies e Gilmore,
2003), efeitos citotoxicos, devido geracao de radical livre no organismo (Przybyszewski, 2006)
e potencial carcinogénico e teratogénico (Walsh et al., 2014, Mueller 2008, Friedrisch et al.,
2008, Hankins et al., 2005), isso serve como barreira sobre a seguranca e eficacia do tratamento

e consequentemente, sua adesdo por parte dos pacientes.

Com o advento da farmacogenética, diversos trabalhos tém proposto painel de
marcadores genéticos que possibilite tracar um perfil genético dos pacientes que necessitam de
auxilio para tomada de decisGes terapéuticas, baseando-se em provaveis prognosticos de
doencas, que devido ampla variabilidade clinica, e por isso, uma vasta gama de possibilidades

de melhora ou agravamento da doencga, como € o caso da anemia falciforme. Para criacdo de
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um painel de marcadores genéticos para anemia falciforme que, de forma segura, mostre o
progndéstico do paciente, sdo necessarios extensos estudos de associacdo dos parametros
clinicos e hematologicos com variantes geneticas que ja tenham sido previamente descritas em
associacdo com a doenca em outras populagdes investigadas (Ma et al., 2007, Lettre et al., 2008,
Thornburg, 2013).

Com base nesse cenario, aprofundar conhecimentos sobre parametros hematoldgicos
relacionados a gravidade clinica e variantes genéticas que possam contribuir para a construcao
de um painel de marcadores que sirva para adequar o tratamento a utilizacdo mais personalizada
do uso da HU, diminuindo, assim, os efeitos citotoxicos do farmaco, a inseguranca gerada na
familia durante a administracdo da droga, bem como os encargos clinicos relacionados com a
sua frequente monitoracdo (de acordo com protocolo vigente) serd fundamental para melhor

qualidade de vida dos pacientes.

Outra possibilidade, com a criacdo desse protocolo genético, seria a utilizacdo
justificada para adiantar o transplante de medula 6ssea em pacientes que pudessem ter
confirmado um mau prognoéstico no caso de adesdo ao tratamento com HU, e por isso “adiantar
etapas” (uma vez que existe um protocolo para indicacdo do transplante, independente de ter
ou ndo doador compativel) para utilizagdo do transplante de forma “profilatica”, o que
aumentaria a sobrevida livre das clinicas advindas da doenga nesses pacientes (Ministério da
Saulde, Portaria n® 2.139/GM/MS, de 18 de dezembro de 2015).

Em populagdes miscigenadas, como do presente trabalho, esses estudos sdo ainda mais
controversos, e ndo seguem um padréo rigido de reproducdo de analises, pois a maioria dos
estudos fora do Brasil tem populagdes menos, ou ainda, ndo miscigenadas. Por esse motivo,
investigacOes de subestruturacdo populacional deve ser o ponto inicial para a decisdo de que
variantes genéticas serdo escolhidas para a criacdo desse painel de marcadores que irdo auxiliar

tomadas de decisGes em grupos populacionais especificos.

Dessa forma, tendo a hemoglobina fetal (HbF) como um parametro fundamental para
melhora clinica desses pacientes e os niveis de hemoglobina (Hb) como informativo de
gravidade de hemdlise, o trabalho propde investigar o perfil de ancestralidade genética dos
pacientes com anemia falciforme no estado do Para com a variabilidade observada nesses
parametros (Hb e HbF), e consequentemente sua relacdo com a heterogeneidade clinica dos

pacientes do estado do Pard, servindo ainda como dados primarios para a escolha futura de
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novas investigacGes de variantes genéticas mais relacionadas com as caracteristicas desse

grupo.
MATERIAL E METODOS

Foram investigados 178 pacientes com anemia falciforme que sdo atendidos na
Fundacdo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Para (HEMOPA), e
posteriormente encaminhados ao Laboratdrio de Genética Humana e Médica da Universidade
Federal do Pard, para a realizacdo de confirmacdo do diagndstico por métodos de biologia
molecular. Esses pacientes ndo fazem uso do medicamento hidroxiuréia para que 0s parametros
hematoldgicos que foram obtidos ndo tenham nenhum viés de informacdo e ndo gere
associacdes parametros hematoldgicos-ancestralidade genética “falso-positivas”. De cada
individuo foram obtidos 5mL de sangue periférico, em sistema de coleta a vacuo, utilizando
EDTA como anticoagulante, para dosagem dos niveis de HbF, seguido de extracdo de DNA,
segundo método descrito por Old e Higgs (1993) para genotipagem do perfil de ancestralidade

desses pacientes.

Para analise molecular foi utilizado o protocolo descrito por Santos et al., (2009) que
emprega um PCR Multiplex e um painel de 48 Marcadores (bialélicos do tipo INDEL- Insercéo
e Delecéo de pequenos fragmentos de DNA) Informativos de Ancestralidade (os chamados
MIA), para estabelecer o controle gendmico de ancestralidade desses pacientes. Analises
relativas a subestruturacdo populacional foram realizadas empregando-se o programa
STRUCTURE V (Pritchard et al., 2000).

O indice hematoldgico analisado, hemoglobina (Hb), foi coletado em nivel de
prontudrio. Na andlise estatistica foi utilizado o programa Bioestat 5.0, em que foram
executados Test T para obter as médias comparativas dos grupos étnicos, média de Hb e HbF e
regressdo logistica para investigar possiveis associacbes das manifestacdes clinicas e a
ancestralidade dos pacientes com hemoglobinopatias. Para assim, estimar a contribuigédo
genética de ancestralidade dos pacientes com anemia falciforme, de acordo com os trés
principais grupos formadores da populacdo do estado do Para, sendo eles: (i) africanos, (ii)

europeus e (iii) indigenas.

RESULTADOS
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As amostras foram divididas de acordo com a maior porcentagem (%) de ancestralidade
apresentada por cada individuo. Entre as amostras analisadas, 39 (21%) pacientes apresentaram
maior contribuicdo de ancestralidade africana, 47 (25%) de ancestralidade indigena e 100 (54%)
de ancestralidade européia (Grafico 1). Oito (3%) amostras apresentaram duas (2)

ancestralidades com a mesma prevaléncia.

Distribuicao de Ancestralidade

m Africanos Indigenas Europeus

Gréfico 01: Distribuicdo de ancestralidade de acordo com os grupos étnicos analisados em pacientes com anemia

falciforme no estado do Para.

A auséncia de pacientes com anemia falciforme que estejam em tratamento foi realizada
no intuito de evitar uma menor gravidade clinica e/ou hematoldgica observada que nédo
refletisse o perfil genético do individuo e sim, fatores externos atuando nesse melhor

progndstico.

Quando analisadas as manifestagdes clinicas presentes nos pacientes, tais como: crises
vaso oclusivas (CVO), algias, acidente vascular encefalico (AVE), sindrome toracica aguda
(STA), priaprismo, Ulceras de perna e Ulceras em geral ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas aos grupos étnicos presentes no padréo de
miscigenacdo da amostra, embora tenha sido possivel observar que o grupo de europeus
apresenta maior quantidade de manifestacdes clinicas ao longo dos anos quando comparados

com indigenas e africanos (grafico 2).
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Manifestacdes Clinicas
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Gréfico 02: ManifestacGes clinicas observadas de acordo com os trés grupos étnicos investigados entre os pacientes

com anemia falciforme do estado do Para.

Para a analise dos parametros hematologicos, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de africanos e europeus para 0s niveis de HbF. No entanto, o
grupo de indigenas apresentou maiores médias de HbF quando comparados com 0s pacientes
de origem africana (p= 0,0004) e em relagdo ao grupo de europeus (p= 0,02), com resultados
estatisticamente significativos, tendo o grupo de africanos apresentado as menores médias de

HbF em comparacéo aos demais grupos.

Os niveis de Hemoglobina e Volume Corpuscular Médio foram mostrados com menores
médias entre o grupo de africanos, com resultados estatisticamente significativos quando

comparados aos de indigenas (p=0,011, p<0,0001) e europeus (p=0,030, p<0,0001).

Esses resultados mostram que pacientes com ancestralidade prevalente de africanos
apresentam a possibilidade de uma maior gravidade clinica, devido as menores médias
observadas entre Hb e HbF, que sugere uma maior gravidade clinica, devido maior grau de
hemolise e menor quantidade de hemoglobina fetal que melhore a oxigenacdo sistémica,
sugerindo também, que os diferentes graus de miscigena¢do com outros grupos etnicos podem

favorecer o progndstico da doenca.

E importante ressaltar, que a maior “gravidade hematolégica” (menores niveis de Hb e
HbF) observada no grupo de pacientes com maior contribui¢do africana poderia favorecer a

menor quantidade de pacientes (21%) com “gravidade hematoldgica/clinica” dos pacientes do
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estado do Pard, uma vez que nao estdo em maior quantidade quando comparados ao grupo com
contribuicdo europeia (54%). No entanto, a auséncia de resultados estatisticamente
significativos entre a comparacdo de manifestacdes clinicas e contribuicao étnica entre ambos
grupos pode sugerir gue mesmo em menor quantidade de pacientes com contribuicéo africana,
esses apresentam uma quantidade expressiva de manifestacfes clinicas durante o periodo de

investigagdo do estudo, concordando com os resultados no paréagrafo anterior.

Embora a anemia falciforme tenha peculiarmente, uma intensa heterogeneidade clinica,
essas manifestacdes clinicas, muitas vezes, apresentam-se ao longo da vida, comumente
reclamadas, variando em intensidades e periodos de maior ou menor agravo da doenca. Nao ha
estudos que comprovem parametros que induzam uma maior ou menor gravidade do individuo,
sendo diagnosticado por um padrdo de adoecimento, embora alguns estudos j& tenham apontado
para essa possibilidade de subdivisao clinica, tais como de Ballas (1991); Alexander (2004) e
Steinberg (2005). Por esse motivo, e dado amplo espectro clinico que varia em quantidade e
intensidade ao longo da vida desses pacientes, ha necessidade, de forma complementar, que
mecanismos geneéticos possam auxiliar esse processo terapéutico para melhor qualidade de vida

do paciente.

Futuros estudos devem direcionar para investigacdo de variantes genéticas
prevalentemente de origem africana que estejam associadas a diminuicdo dos pardmetros
hematologicos e maior gravidade clinica da anemia falciforme, servindo de informacéo para
tracar um perfil genético de pacientes que possivelmente terdo maiores agravos da doenca, e
que, por isso, necessitam de precoces intervencdes terapéuticas, e melhor manejo da relacao
médico-paciente-familia para tomada de decisdes. De forma contraria, a investigacdo de
variantes geneéticas prevalentes em populacfes européias poderd contribuir para estudos de

associacao positiva do perfil genético e satisfatorio prognostico da doenca.

Estudos complementares de variantes genéticas para escolha desses potenciais
marcadores ja foram iniciados no estado do Pard, e os dados de Cardoso et al. (2014)
corroboram associacdes positivas, mais fortes com variantes genéticas mais comuns em grupos
de origem europeia em contradicdo aos de origem africana. Esse estudo, mostrou uma maior
correlagdo entre pacientes com anemia falciforme do estado do Par4 e polimorfismos nos genes
BCL11A e regido HMIP e elevacao dos niveis de HbF, confirmando uma melhora clinica desses
pacientes, em comparacdo a outras regides do mundo, em que esses SNPs ndo sdo 0s mais

fortemente associados (Akinsheye et al., 2012; Gilman e Huisman, 1984; Lettre et al., 2008).
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No estado do Pard, para escolha de variantes genéticas que expressem, de forma segura,
0 padrdo de expressdo clinica e possivel bom prognéstico da anemia falciforme néo se pode
investigar o esperado, de acordo com a origem da doenca. Pois, como ela chegou ao pais ha
pelo menos quatro séculos, o padrdo de miscigenacdo ja contribuiu para a diferenciacdo de
manifestacdes clinicas esperadas de acordo com essa nova miscigenacao populacional ocorrida
durante esse tempo, fazendo-se necessaria a investigacao cuidadosa de variantes genéticas mais
associadas com o perfil étnico observado nos grupos atuais, para um melhor auxilio e melhores
condutas visando 0 bem-estar desses pacientes e condutas terapéuticas mais seguras para o bom
prognostico, ocasionando minimos efeitos advindos dessas terapias medicamentosas utilizadas

e disponiveis.
CONCLUSAO

Constata-se no presente trabalho que para a criacdo de um protocolo de associacao
fatores hematoldgicos — clinica — variantes genéticas para utilizacdo entre os pacientes com
anemia falciforme, serdo necessarias investigacdes de variantes genéticas prevalentemente de
origem africana para avaliacdo de maior possibilidade de gravidade clinica. E, de forma
contraria, a investigacdo de variantes geneéticas prevalentes em populacGes européias para
contribuir com estudos de associacao positiva do perfil genético e satisfatorio prognoéstico da
doenca. Utilizando-se, a partir dai um protocolo de forma segura para tomada de decisGes
futuras sobre condutas terapéuticas que necessitam de maiores cuidados e precoces

intervencdes.
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