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RESUMO

Anemia falciforme (AF) é considerada a doenga monogénica mais
prevalente no Brasil, e resulta de uma mutacéo pontual no gene da beta-globina
que leva a produgdo de uma molécula de hemoglobina anormal (HbS). A HbS
polimeriza quando submetida a baixas tensbes de oxigénio, precipitando e
causando a deformacéao dos eritrocitos pois torna rigida sua membrana plasmatica
que apresentara uma série de alteracgdes e danos. Além disso, a falcemizacao dos
eritrécitos ocasiona anemia severa, lesdo de isquemia/reperfusao, superproducao
de espécies reativas de oxigénio, inflamagcdo e vaso-oclusdo (VO). A VO
manifesta-se clinicamente como crises de dor, ou crises vaso-oclusivas (CVOs)
que pode levar ao bloqueio de vasos e capilares e ao comprometimento de
orgaos. Estes pacientes possuem alta susceptibilidade a infec¢des, principalmente
na infancia. Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da VO, no entanto,
nao estéo totalmente elucidados. Estudos acerca deste tema tém sugerido que a
VO seria o resultado da interacdo entre eritrocitos falcémicos, leucdcitos,
plaquetas, células endoteliais e substancias presentes no plasma dos individuos
afetados. Tais observagbes como que AF seria o resultado de uma resposta
inflamatdria exacerbada que estes individuos desenvolvem, levaram a formulacao
da hipotese de que a anemia falciforme se comporta como uma condi¢cao
inflamatadria crénica e sugerindo que uma modulagao do sistema imune podera ser
util para a regulagéo da sintomatologia clinica. Salientando a caréncia de dados na
literatura referentes a correlacédo de polimorfismos descritos para genes do

sistema imune e a patofisiologia da AF, nosso estudo tem como objetivo principal:
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Analisar a correlagao para polimorfismos descritos para genes do sistema imune
e correlacionar-lho com a patofisiologia da AF.

Sabemos que o HLA-G é uma molécula HLA n&o-classica, que mostrou ser
expressa em sitios de inflamagdo e nas doengas inflamatérias. Na regido
promotora além de ser altamente polimérfica, encontramos a regiao UTR 3' que
parece desempenhar um papel importante na regulacéo da expressao do HLA-G.
Entdo, dentre dos polimorfismos avaliados especificamente temos os dos genes
HLA-G (14pb) e MiRNA (+3142). Nossos resultados indicam que os polimorfismos
do HLA-G de 14pb e +3142 em 93 pacientes com AF, 21 pacientes apresentaram
uma infecgao pelo VHC e 16 pacientes com AF (22,2%) eram homozigotos para o
gendtipo +3142C e nenhum deles era positivo para HCV.

Nenhum dos resultados obtidos indicou qualquer tipo de imunodeficiéncia
mas pelo contrario, sugerem a existéncia de uma tendéncia inflamatdéria cronica na
clinica da AF. Assim fica evidente a importancia do polimorfismo +3142 sobre a

susceptibilidade a infecgcdes entre os pacientes com SCD.

Palavras chaves: Anemia falciforme, inflamacdo, HLA-G, MiRNA.
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INTRODUCAO

HEMOGLOBINA:

A hemoglobina (Hb) é a proteina respiratéria que tem como principal fungao
o transporte de oxigénio (O,) por todo o organismo e esta presente no interior dos
eritrécitos dos mamiferos . A sua estrutura (Fig.1) é de uma proteina esferdide,
globular, formada por quatro subunidades iguais duas a duas, compostas de dois
pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo um par denominado de cadeias
do tipo alfa (alfa-a e zeta-¢) e o outro de cadeias do tipo ndo-alfa (beta-, delta-o,
gama-y e epsilon-g). Sua estrutura é quimicamente unida a um nucleo prostético
de ferro, a ferroprotoporfirina IX (heme), que detém a propriedade de receber, ligar
e/ou liberar o O, nos tecidos ?°. E gracas & alta reatividade do ferro e grande
afinidade pelo O, que este pode ser transportado para todos os tecidos do corpo,
incorporando-se em varias reacdes celulares e participando da producdo de
energia oxidativa 45 Cada cadeia polipeptidica da globina € composta por uma
sequéncia de aminoacidos, tendo as cadeias alfa 141 residuos de aminoacidos

cada uma e as cadeias ndo-alfa, 146 residuos.
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MOLECULA DA HEMOGLOBINA

Ferro Grupo Heme

Cadeia O . Cadeia ﬁ

Eritrocito

Cadeia g Cadeia O

Forma helicoidal da
molecula polipeptidica

Fig. 1 Hemoglobina (Hb). Representagdo da estrutura quaternaria da hemoglobina,
possui quatro cadeias polipeptidicas, duas cadeias alfa e duas cadeias beta. Cada cadeia
polipeptidica contém um grupo prostético heme ao qual se liga o O, formando o

tetramero da Hb. Copiado de http://www.kacr.or.kr/img/gene_expression/hemoglobin.jpg

A estrutura tetramérica da Hb é essencial para o transporte de O, assim
como 0s movimentos cooperativos das mesmas moléculas, dando lugar a uma
curva de dissociacado de forma sigmédide. Nos estados oxigenado e desoxigenado
a molécula tem duas conformagbes associadas. Na oxigenagao, a estabilizagao
da ligagao entre as cadeias de globina, que se movem juntas, leva a uma maior
avidez pelo O;; a desoxigenacgao, o 2,3 Difosfoglicerato (2,3 DPG) e a queda do

pH favorecem a diminuicdo da afinidade pelo O,. Qualquer alteragao estrutural
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das cadeias globinicas pode interferir com o movimento molecular normal e
modificar a capacidade de liberagao de O, pela Hb. Assim, na anemia o efeito na
liberacdo tissular de O, causado pelo baixo conteudo da Hb é parcialmente
compensado por um aumento de 2,3 DPG que leva a um aumento na capacidade
de liberagdo de O, pela molécula de Hb .

Durante o desenvolvimento humano nas fases embrionaria, fetal e apds o
nascimento, encontramos seis tipos diferentes de Hb. As hemoglobinas expressas
na fase embrionaria sdo: Gower1, Gower2 e Portland que deixam de ser
produzidas no inicio da fase fetal quando predomina a expressdo da hemoglobina
fetal (HbF). A medida que se aproxima o nascimento a sintese da hemoglobina do
adulto (HbA) aumenta compensando a diminuigdo da HbF. Ao nascer
encontramos cerca de 60% de HbF e ao longo dos primeiros seis meses a HbA
passa a predominar. Em adultos normais, encontramos somente 1% da HbF do
total da hemoglobina "°.

O gene da betaglobina esta localizado na regido cromossémica 11p15.5
com uma extensao superior a 60kb, onde se observam, no sentido 5—3’, os
genes epsilon €, gama glicina yG, gama adenina \/\ um pseudo-gene (V) e os
genes delta § e beta B'%; enquanto que o gene alfa-globina esta localizado na
regido cromossémica 16p13, num segmento de DNA de 35kb, onde localizam-se o
gene zeta (&), que codifica a cadeia & globinica, dois pseudo-genes (¥¢) e (Ya), e
os genes alfa 1 (a1) e alfa 2 (a2), que, no ser humano, estdo duplicados,

desenvolvendo-se este fato provavelmente a duplicacdo génica no decorrer do
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processo evolutivo. Estes genes duplos dao responsaveis pela codificagdo das

cadeias globinicas alfa ''(Fig 2).

Cluster do gene heta-glohina

Cromossomo 11

B-LCR £ Gy Ay & B

Cluster do gene alfa-glohina

Cromossomo 16

Aaambimiimi P
,-""x

"9 i
L {12

H3-40

Fig. 2 Cluster do gene beta e alfa globina nos cromossomos 11 e 16
Representacdo esquematica, mostrando na parte superior o locus da beta-globina que
estd no cromossomo 11 e na parte inferior o locus da alfa-globina que esta no

cromossomo 16. Adaptado por Bank A, 2005.
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Embora essencial para a vida, por responsavel pela oxigenagao dos
tecidos, ao longo dos milhdes de anos, pressdes evolutivas regionais levaram a
expressao preferencial de genes anormais para as cadeias globinicas.

Os dois grupos de alteragcbes hereditarias na molécula de Hb sdo as
hemoglobinopatias estruturais, sendo as variantes Hb S, C e E as mais
freqUentes; e as por alteragées quantitativas de sintese de cadeia de globina ou
talassemias, onde encontramos a talassemia alfa, beta e gama/delta/beta ou ainda
a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) 2.

Como veremos adiante, a HbS, a mais comum dentre todas pode ser
encontrada no estados heterozigoto (AS) ou traco falciforme — assintomatico e no
qual 20 a 45% de hemoglobina é a variante, e homozigoto (SS) ou paciente que
tém Anemia Falciforme (AF), com mais de 80% de HbS e quadro clinico

expressivo e bastante heterogéneo ™.
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REVISAO DA LITERATURA

EPIDEMIOLOGIA DA HbS

Pressdes evolutivas relacionadas a malaria e associadas a uma mutagao
de ponto, resultaram no gene da HbS. A AF é a doencga hereditaria monogénica
mais comum em todo o mundo e, se acredita, surgiu entre os periodos paleolitico
e mesolitico, ha cerca de 50 a 100 mil anos, nos paises do centro-oeste africano,
na india e no leste da Asia "'®. A HbS esta presente em aproximadamente 7% na
populacdo mundial ', causando aproximadamente 3,4% de mortes nas criangas
menores de 5 anos '®.

Estudando 409 pacientes com AF no Rio de Janeiro, Hutz & Salzano °,
observaram em 1983, que a sobrevida média deste grupo foi de 16 anos. Nos
Estados Unidos, Platt e cols. (1994) estabeleceram que a idade media de 6bito
para portadores da doenca era de 42 anos para homes e 48 anos para mulheres
20 Mais recentemente, no Brasil, Loureiro & Rozenfeld em 2005, estudando
pacientes entre 2000 e 2002 nos estados de Bahia, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
encontraram uma expectativa de vida entre 26.5 e 31.5 anos ?'.

Na America Latina 8% dos afro-descendentes tém este gene, que ocorre
em 1 a cada 1000 — 4000 nascimentos de hispano-americanos *; nos Estados

Unidos estima-se o nascimento de 1 individuo com AF em cada 800 criangas afro-

descendentes 2.
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No Brasil, aproximadamente 2 milhdes de individuos sdo portadores da
HbS, sendo 8000 portadores de AF com 700 a 1000 casos novos por ano 24
Entre afro-descendentes brasileiros, o trago falciforme é encontrado numa
freqiiéncia que varia de 6,9% a 15% 2°. Em Porto Alegre, o traco falciforme ocorre
na freqiiéncia de 1 para cada 65 nascidos vivos .

Ao longo dos anos, tanto no Brasil 2" como no mundo %, a expectativa de
vida destes pacientes vem aumentando com um decréscimo significativo de
mortes na infancia. Esta mudanga esta relacionada a programas bem sucedidos
de triagem neonatal para hemoglobinopatias, a utilizagdo de vacinas e antibidticos
profilaticos, a utilizacdo de hidroxiuréia (HU) e ex-sanguineo transfuséo e,
sobretudo, a uma maior informacdo da populacdo, particularmente pais de
pacientes e professores 2°°. O impacto do transplante de medula 6ssea, Unica

modalidade terapéutica curativa, ainda ndo pode ser medido, pois a experiéncia

mundial com esta modalidade terapéutica é ainda insipiente 2°.

PADRAO DE HERENCA DA ANEMIA FALCIFORME

Descrita na literatura médica por Herrick em 1910, a AF € uma doenca
hereditaria, monogénica, de heranga codominante autossGmica, ou seja, a
heterozigose ndo causa doenca mas é detectavel;, a homozigose ou a

heterozigose combinada com outro mutante do gene da B-globina é necessaria
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para a doenca . A substituicdo da valina pelo acido glutdmico no sexto

S6 GIu—>VaI)

aminoacido da cadeia de p-globina (B resulta na HbS **2. A substituicdo
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deste aminoacido resulta da uma mutagao de ponto com a substituicdo de uma
adenina (A) por uma timina (T), GAG—-GTG no sexto codon do gene da globina 3
33-35.

Os hapldtipos tém sido marcadores uteis para estudos antropologicos e
para definicdo do fluxo de alelo BS em populagdes humanas. O primeiro
polimorfismo associado ao gene B° foi descrito por Kan & Dozy em 1978 *. O
haplétipo B° tem sido estudado em diferentes regides do mundo e os clusters mais
frequentemente descritos foram denominados de acordo com a area onde
predominam. Sdo cinco os principais: Benin (Ben) associado & Africa Ocidental;
Republica Centro-Africana ou Bantu (CAR) a Africa Oriental e Centro-Sul; Senegal
(Sen) & Africa Atlantico Ocidental; Camardes (Cam) a Costa Ocidental Africana e
Arabia Saudita e india (Saudi) a india e Peninsula Arabica Oriental **%. Embora
monogénica, as manifestagdes clinicas da AF sdo extremamente variaveis de
individuo para individuo ndo havendo um consenso na literatura sobre a relacéo

desta variabilidade com os diferentes haplétipos 333°4°.

DIAGNOSTICO DA ANEMIA FALCIFORME

O diagnostico da AF é firmado pela eletroforese de Hb, em acetato de
celulose e pH alcalino, descrita por ocasido da descoberta da HbS por Linus
Pauling em 1949 *',

Atualmente, técnicas da reagcdo da polimerase em cadeia (PCR) e a

eletroforese por HPLC (Cromatografia liquida de alta performance) s&o utilizadas
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para a detecgao pré-natal e o screening neo-natal (no sangue do corddo umbilical

ou teste do pezinho), respectivamente *4**.

FISIOPATOLOGIA

O processo primario da falcizagdo da Hemoglobina S (HbS) é a
polimerizagao ou gelificagdo da desoxiHbS. A substituicdo do acido glutamico pela
valina, na sexta posi¢cao da cadeia polipeptidica beta, permite uma a aproximacgao
anormal entre moléculas de hemoglobina e conseqlientemente a polimerizagao
quando desoxigenada. A formacdo de pontes de hidrogénio entre a valina na
posicdo 1 (B') e a mutada na posicdo 6 (B°), modifica a estrutura espacial da
molécula e promove contatos intermoleculares com outros aminoacidos da globina
que participam da formacao do tetramero que € a hemoglobina polimerizada. A
polimerizagao progride, com adicdo de moléculas sucessivas de HbS a medida
que a porcentagem de saturagao de O, da hemoglobina diminui. Os agregados
maiores se alinham em fibras paralelas, formando um gel de cristais liquidos

chamados tactéides *“+*° (Fig 3).

50 nm
Fig. 3 Polimero de HbS. Representacdo mostra que milhares de moléculas de

Hb S desoxigenadas se agregam e formam feixes de polimeros. Fonte:

www.cmmr.uah.edu/protein/summary.html
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A formacdo de polimeros de HbS e sua associacdo com as proteinas do
citoesqueleto e da membrana dos eritrocitos, ddo a estes a forma de foice —
caracteristica da AF. Este fenbmeno é reversivel com a oxigenagao, desde que a
membrana da célula ndo esteja definitivamente alterada. Quando isto ocorre
formam-se as células irreversivelmente falcizadas (ISC — Células irreversivelmente

% que permanecem deformadas independentemente do estado da

falcizadas)
HbS intracelular 2. As propriedades de deformagdo das células falciformes sdo
determinadas pela extensao da polimerizacdo da HbS °*” e pela concentragao de
hemoglobina siclémica. A presenga da HbF, por exemplo, interfere na
polimerizagdo da HbS **. Adicionalmente, o grau de desidratagao celular, o pH e o
tempo de transito dos glébulos vermelhos na microcirculagdo, influenciam na
polimerizacéo *44°48,

Depois de repetidos episddios de falcizagao, as células falciformes tendem
a perder K* e agua, tornando-se desidratadas 12 Os principais mecanismos destas
perdas ocorrem pela ativagao excessiva do canal de transporte dos ions potassio
e cloro (K*, CI), estimulados pela acidificagéo, pelo edema celular (este canal esta
muito ativo nos reticulécitos, onde a desidratacdo desempenha papel importante
na formacao das células densas) e pelo canal de Gardos, devido ao aumento da

384950 Isto resulta no aumento da

concentragdo dos ions Calcio (Ca++)
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) facilitando a
polimerizagdo que se intensifica com a faléncia da bomba de Calcio/ATPase,
alterando a permeabilidade da membrana eritrocitaria, sendo esse processo

deletério a principal causa dos eritrocitos que se tornam irreversivelmente

falcizados.
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Como ja ressaltado, a HbF se comporta como um importantissimo
modulador clinico atuando na inibicdo da polimerizacdo da HbS °'; isto também foi
observado em modelos animais com AF °? quando se demonstrou uma correlagdo
positiva entre os niveis de HbF e a melhora do quadro anémico associado a
doencga. A PHHF, por ser esta Hb mais avida pelo O, tem o potencial de diminuir o
grau de deoxigenacdo, diminuindo assim o fendmeno de afoicamento e os
sintomas agudos e crénicos da AF. Contrapondo a influéncia benéfica da HbF nos
pacientes com AF, Inati e cols. (2003) ** descreveram pacientes libaneses cujos
sintomas da doenca eram tdo mais intensos quanto maior a concentracao de HbF.
Estes autores também observaram uma auséncia de correlacdo entre os
diferentes haplétipos e as manifestagées clinicas neste grupo de pacientes,
sugerindo a existéncia de outros fatores interferindo no fenétipo da AF.

O papel da rigidez dos eritrocitos falcizados, tradicionalmente considerada
como necessaria e suficiente para a oclusdo da microvasculatura e, por
conseguinte, para as manifestagbes veno-oclusivas caracteristicas da AF, tem
sido bastante discutido. Uma série de alteracbes em moléculas de adeséo, e seu
papel nos fendmeno vaso-oclusivos (VOs) foram recentemente revisados 3. Foi
observada a expressao anormal das proteinas como a anquirina, banda 3,
espectrina, VLA-4 e CD36 na membrana celular dos reticulécitos falcémicos; e de
moléculas que promovem o aumento da adesao ao endotélio como o fator de von
Willebrand, trombospondina, fibronectina, integrina asp3, ICAM-1 (intercellular cell
adhesion molecule), laminima, e VCAM-1 (vascular cell adhesion factor) 22285459,

O fendmeno de adesao de eritrdcitos falciformes com a laminina via receptor de
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BCAM/LU (basal cell adhesion molecule) nos pacientes com AF foi também
caracterizado ®. Adicionalmente, a fosfatidilserina (PS), molécula de ades3o
presente em maior quantidade na parte interna da membrana celular das
hemacias normais, estd expressa na membrana das hemacias falciformes "2,
Esta expressao confere ao glébulo vermelho um potencial de adesao celular trés
vezes maior que as hemacias normais e esta implicada na geragao da trombina
ativando a cascata da coagulagédo na crise VO 63 Na microcirculacdo, a ativagdo
das plaquetas com a expressao da P-selectina (CD62p) favorece a ligagdo com o
endotélio e com os neutrdfilos via PSGL-1 e ap3 (CD61), receptor de vitrocentina
% Esta ativagdo plaquetaria aumenta ainda mais a afinidade da GP 1b-IX-V pelo
fator de von Willebrand e da GP llIb-llla pelo fibrinogénio, retrolimentando a
ativacdo da coagulagao %,

A hipoxia tecidual decorrente da VO desencadeia fenbmenos inflamatérios,
que sao tdao mais intensos quanto maior a necrose tecidual. A presenca de
citocinas inflamatérias no microambiente lesado também aumenta a expressao de
moléculas de adesao estimulando, entre outras interagcbes, a quimiotaxia de
leucdcitos %8%°. A lesdo vascular se acentua pela liberagcdo de H,O; liberada por
estes fagocitos *°.

Em modelo animal de AF, o fendbmeno da veno-oclusdo foi observado
dindmicamente e parece acontecer a partir da adesédo dos globulos vermelhos
falcizados ou n3o, de leucécitos e de plaquetas entre si e no endotélio vascular >

(Fig 4.) refutando a teoria antes aceita de que haveria uma obstru¢do mecanica

pelo formato anormal do eritrocito.
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Stagel Stage2 stage 3

Fig. 4. (1) O eritrécito falciforme adere ao endotélio vascular anormal; (2) Hemdlise. Estes
fatores resultam num estado pré-inflamatério manifestado em parte pela adesédo de
leucdcitos (3) e agregacao plaquetaria (6). O aumento da endotelina-1 e sequestro do NO
pela hemoglobina livre resulta num aumento do ténus vascular (4). O estreitamento do
lumen vascular acontece secundario a proliferacao de célula muscular lisa e fibroblasto na
intima (5). O resultado final é vasculopatia (7) e oclusao (8). Adaptado por Switzer e cols.
2006 "°.

A hemodlise per se parece também desempenhar um papel significativo na
fisiopatogenia da doenca falciforme. E sabido que leva & liberacao de hemoglobina
no plasma e esta converte o 6xido nitrico (NO) em nitrato inativo. Paralelamente, a
lise de eritrécitos libera arginase que destroi L-arginina, substrato para a produgéo
de NO, contribuindo na diminuicdo da concentracdo de NO. O NO é importante
cofator da enzima guanilato-ciclase, responsavel pela conversao de GTP

(trifosfato de guanosina) em cGMP (monofosfato de guanina ciclica) responsavel
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pelo relaxamento dos musculos lisos vasculares e vasodilatagdo. A baixa
bioavaliabilidade de NO altera a homeostasia vascular, aumentando a ativacao
plaquetaria e a adesao de moléculas ao endotelio, levando ao desvio do balanco
constricdo-relaxamento em direcdo a uma maior vaso-constricgdo, facilitando a

oclusdo vascular .

QUADRO CLINICO DA ANEMIA FALCIFORME

A AF é uma anemia hemolitica hereditaria, grave, caracterizada pelo inicio
das manifestacdes clinicas a partir dos 4-6 meses de vida e uma maior incidéncia
em individuos da raga negra. Além da rigidez dos glébulos vermelhos afoi¢cados,
que contribuem para uma sobrevida diminuida dos eritrocitos (hemolise), as
alteragdes imunoldgicas e vasculares observadas nesta doenga levam a uma
susceptibilidade aumentada as infeccbes e ao comprometimento funcional dos
orgaos, respectivamente. Tal morbi-mortalidade determina a diminuicdo na

expectativa de vida dos portadores *2.

Anemia

A AF é uma anemia hemolitica com aumento da bilirrubina indireta,
hiperplasia eritroide na medula 6ssea e elevagdo dos reticulécitos. O elevado
turnover celular eritréide leva a caréncia de folato e aumenta a susceptibilidade a
crises aplasticas, geralmente associadas a infecdo °. O grau de anemia é variavel
de paciente para paciente, geralmete com niveis basais de Hb em torno de 7g/dlI.

As crises hemoliticas, o sequestro esplénico (veja abaixo) e a aplasia podem levar
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a queda abrupta destes niveis, colocando a vida dos pacientes em risco °. A
anemia cronica, independentemente do componente vascular per se desta
patologia, pode levar a insuficiéncia cardiaca e acentuar a deficiéncia funcional de

varios 6rgaos *.

Sindrome Mao Pé

Frequentemente abrindo o quadro clinico da AF, episddios de dactilite em
mao e pés ocorrem em criancas a partir dos 6 meses até os 3 anos de idade.
Consiste de edema, nao eritematoso e doloroso, principalmente das articulagcbes
dos pequenos o0ssos dos pés e maos. Pode ser acompanhada de febre e
leucocitose. As alteragdes radiolégicas sado: edema de partes moles, afinamento
da cortical 6ssea, podendo progredir para a destruicdo dos metacarpos,

metatarsos e falanges "*7°.

Crise Hemolitica
Subito aumento da anemia sem fendmenos VOs, causando insuficiéncia

cardiaca e morte em poucas horas *.

Crises Dolorosas em Ossos e Articulacdes

A circulagdo sinusoidal da medula éssea € um local ideal para a
falciformacao dos eritrécitos provocando isquemia. Apds o primeiro ano de vida
ocorrem crises dolorosas em 0ssos longos, coluna, costelas e articulagoes. Estas
crises, de carater veno-oclusivo, pode levar a infartos 6sseos e edema nas

articulacdes "®. Complicacdo freqliente é a necrose asséptica de colo de fémur e
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de Umero, uni ou bilateral e, muitas vezes requer a substituicdo por proteses 7’ .
As crises dolorosas se constituem nos eventos mais frequentes acarretando
grande morbidade. Os individuos mais afetados costumam precisar de
hospitalizagdes freqlentes, para analgesia intra-venosa, as vezes diversas vezes
ao longo de um ano. E comum a adicdo a opiacidos e isto se constitue em um
fator adicional na morbidade destes pacientes. As crises podem ser
desencadeadas por infecgdes, frio ou calor acentuado, exercicios fisicos ou por

stress psiquico "8,

Sequestro esplénico

A crise de sequestro esplénico com alto risco de vida é caracterizada por
subito aprisionamento de sangue no bago, com marcada e aumento abrupto do
baco, que se ndo tratado imediatamente pode promover sua rutura *°’°. Os
multiplos infartos esplénicos recorrentes determinam asplenia, nos primeiros 5

anos de vida %*.

Sindrome Toracica Aguda (STA)

Caracterizada por febre, taquipnéia, dor toracica, leucocitose e infiltrado
pulmonar, a sindrome toracica aguda € a segunda causa mais comum de
mortalidade na infancia. De dificil diagnostico € frequentemente confundida com
pneumonia. Trata-se do aprisionamento abrupto de eritrocitos na rede vascular

pulmonar com conseqiiente diminuigéo da pO. sistémica 88",
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Doenca Pulmonar Crbnica

Relacionada aos repetidos episddios de tromboses, infartos, embolias
gordurosas, vasculopatia e infecgbes. E caracterizada pela diminuicdo da
radiotransparéncia, por fibrose, espessamento da intima e a proliferacdo dos
musculos lisos dos vasos; todas estas alteracbes acabam por interferir na funcao
pulmonar determinando padrio restritivo, obstrutivo ou combinado com diminui¢céo
da capacidade vital pulmonar, das trocas gasosa com hipoxemia e acumulo de
CO; e hipertensao arterial pulmonar (HAP) 8%*_ A doenca pulmonar crénica é uma

causa de morte freqiiente no adulto *.

Doenca Biliar
A cole-litiase € muito frequente pela anemia hemolitica e quadros graves de
colelitiase ou colédocolitiase podem representar eventos de elevada morbidade e

mortalidade 8.

Sequestro Hepatico

A crise de Sequestro Hepatico, embora, menos frequente do que a crise do
sequestro esplénico & caracterizada por subito aumento do figado e dor intensa no
quadrante superior direito pelo aprisionamento da grande quantidade de globulos
vermelhos nesta viscera. Casos severos podem levar a morte por rutura hepatica

e anemia .
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Doenca Hepética Crbnica

Os repetidos infartos e sequestros menores, subclinicos, na vascularisagao
hepatica acabam por determinar substituicio fibrosa do parénquima.
Adicionalmente, a prevaléncia de hepatites virais, particularmente a Hepatite C
(HCV), estd bastante aumentada neste grupo de pacientes submetidos a
transfusdes freqlientes ®’. O acimulo de ferro com hemossiderose hepatica vem
sendo reconhecido também, como um fator muito importante na determinacao da

hepatopatia cronica .

Doenca Cardiovascular

A cardiomegalia devido a sobrecarga cardiaca pela anemia crdnica,
oclusdes recorrentes das arteriolas pulmonares e hemossiderose cardiaca €
bastante frequente no adulto. Estes fatores provocam dilatacdo e hipertrofia de
ambos os ventriculos e insuficiéncias valvulares. Geralmente estes pacientes nao
apresentam doenca aterosclerdtica, mas podem apresentar infarto do miocardio

por oclus&o coronariana .

Doenca do Sistema Nervoso Central

A ocorréncia de acidentes vasculares cerebrais (AVC), isquémicos e
hemorragicos, acometendo grandes e pequenos vasos cerebrais, € muito
freqiiente °%°. Pode se manifestar apenas como déficit cognitivo e acomete cerca
de 1/3 das criancas com AF %°. Nas criancas prevalecem os eventos isquémicos

enquanto que os hemorragicos acometem os adultos %',

35



Doenca Renal

Alteracdes da funcao renal podem ser causadas por infartos corticais,
depodsito de hemossiderina no epitélio dos tubulos convolutos proximais e ainda
esclerose. Pode ocorre necrose de papila. Apresentam hiposternuria, devido a
incapacidade de concentrar urina, os doentes ingerem grande quantidade de
liquido. Enurese é uma queixa frequente em criancas. Apresentam também
diminuicdo da capacidade de excretar o ion hidrogénio, acidose tubular distal,
diminuicdo da excrecdo de potassio com consequente hipercalemia e ainda
aumento da reabsorcao de fosfato °2. Hematuria € comum, em episddios curtos ou
prolongados devido a ulceragdes na pélvis renal, nos locais de infarto da papila.
Pode ocorrer obstrugao ureteral por coagulos. Sindrome nefrética ndo é frequente,
mas ocorre em adolescentes e adultos, e pode evoluir para insuficiéncia renal.
Microalbuminuria ocorre em 46% das criangas. A insuficiéncia renal crénica

acomete cerca de 4% de doentes %%,

Doenca ocular

A retina € um local vulneravel a oclusdo vascular com danos irreversiveis,
secundarios a proliferacao de vasos e formacado de anastomoses arteriovenosas.
Tais alteragdes podem levar a hemorragia vitrea ou na cadmara ocular anterior e

podem, ocasionalmente, levar a perda da visdo .
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Ulceras de Perna

O rompimento da pele das por¢des distais das pernas e regidao maleolares é
um problema comum e recorrente que afeta 75% adultos portadores de AF, sendo
mais prevalentes nos homens. Decorre da veno-oclusdao de vasos da derme e

dificuldade de cicatrizacdo de pequenos traumas do cotidiano &+°.

Deficiéncia no Crescimento e Desenvolvimento

Embora normal ao nascimento as curvas de crescimento progressivamente
ficam abaixo das curvas de criangas normais. A puberdade ocorre mais
tardiamente, com um atrazo de 2 a 3 anos em relagdo as meninas normais. Ao
chegar a vida adulta, estes pacientes tendem a ter peso e altura quase sempre
nos limites inferiores da normalidade %. Os niveis de horménios de crescimento,
tireoidianos, horménio adenocorticotréfico (ACTH), e cortisol foram normais em
uma série de pacientes, indicando um possivel papel para a anemia cronica no

desenvolvimento destes pacientes ¥'.

Priapismo

Pelo aprisionamento hematico nos sinusdides e corpos cavernosos do
pénis, o priapismo pode complicar uma erecdo normal ou mesmo ere¢des durante
o sono. Embora geralmente autolimitado, o priapismo pode se tornar irreversivel

necessitando intervengao cirdrgica com conseqiiente impoténcia sexual 483,
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HCV

Hepatite C é uma inflamacao do figado causada pela infecgao do flavivirus
hepatotrépicos: o virus C da hepatite (HCV)®**'®. Ao contrario dos demais virus
que causam hepatite, o virus da hepatite C ndo gera uma resposta imunoldgica
adequada no organismo, o que faz com que a infeccdo aguda seja geralmente
assintomatica, e os infectados cronicos tambem sejam assintomaticos na maioria
dos casos, caracterizando-se pela inflamagao hepatica persistente e progressao
incidiosa de fibrose, podendo evoluir para cirrose em cerca de 20% dos casos '’
(WHO  Hepatiti C, 1992. [cited Sept, 2006]. Avaliable from:

http://www.who.int/csr/disease/hepatitis/Hepc.pdf.)

A organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 3% da
populacdo mundial ja foi exposta ao virus da hepatite C. Considerando que 70-
90% dos expostos se tornam portadores crbnicos, ha aproximadamente 170
milhdes de individuos infectados e portanto em risco de transmitir e desenvolver

hepatite crénica pelo HCV e suas complicagées

, a prevaléncia geral da
populagdo do sul do Brasil (1-2%) '°2. A prevaléncia mundial estimada de infecgéo
pelo virus da hepatite C encobre variagbes marcantes em subgrupos de
individuos, tais como 0,2-2% dos adultos investigados em amostras de base
populacional '®'%: 0,1-1,5% dos doadores de sangue '®'%: 71-98% dos
hemofilicos "°"'%%; 22 9-52% dos pacientes em hemodialise """, 16,8-98% dos
usudrios de drogas injetaveis ''""'% 0,8-11,5% dos homosexuais masculinos ''*;
0,4-6% dos trabalhadores da saude "'*1"°; 1,3-20,5% familiares de pacientes HCV

positivos '"®'"" e 10-35% dos pacientes com anemia falciforme #711¢12%,
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A transmissao perinatal do HCV é incomum, contudo é possivel, com taxas
de transmissao variando de 0 a 8,4% '?*. Ha correlacdo entre a viremia do HCV na
mae e a subsequente infecgdo da crianga. Além disso, uma hepatite C aguda
durante a gravidez aumenta o risco de transmissédo vertical do HCV para a
crianca %, Outro modo de contaminacdo pelo HCV ocorre essencialmente por
exposicao a sangue infectado e a través de técnicas muito sensiveis, o HCV RNA
pode ser detectado em fluidos corporais como a saliva, liquido seminal, lagrima,
liquor e liquido ascitico 2%,

Como vimos anteriormente as caracteristicas clinicas da doenca falciforme,
s&o crises vaso-oclusivas e/ou crises hemoliticas e o que tratamento pode exigir
transfusdes sanguineas e de seus derivados. Antes da década de 1990 a
tranfusdo sanguinea era o principal modo de infecgdo por ndo ter disponivel a
sorologia da hepatite C nos bancos de sangue e em consequencia os pacientes
ficavam expostos a esta contaminagao. Este elevado risco infeccioso nos doentes
falcémicos levou a desenvolver uma melhor estratégia para aumentar a seguranga
da transfusdo sanguinea, tendo como resultado a introdu¢cdo de testes mais
sensiveis e rigorosos nos procedimentos da seleccdo dos doadores e desta
maneira a incidéncia de infeccéo pelo HCV foi significativamente reduzida, mas
ainda t&ém um grave risco para a infecgdo pelo HCV '%.

A prevaléncia da infeccado do HCV nos pacientes falcémicos esta
diretamente relacionada ao numero de transfusbes sanguineas, e pode levar a
uma infecgdo crénica causando doenca hepatica como a cirrose e fibrose do

figado nestes pacientes ''°.
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Infeccbes

Em pacientes com AF, a partir dos 6 meses de idade, infecgdo generalizada
pode ser a primeira manifestacdo de AF . Infeccao aguda é a causa mais comum
de hospitalizagdo, embora n&o seja mais a principal causa de morte nos primeiros
anos de vida, como nas décadas anteriores, gragcas ao uso profilatico de
antibiéticos. O agente infeccioso mais prevalente destas infecgbes severas é o
Streptococcus pneumoniae encontrado tanto na corrente sangliinea, como no
liquor. A incidéncia é aproximada de 7 em 100 nas criangcas com menos de 5
anos, e € de 30 a 100 vezes mais frequente do que em criangas normais, na
mesma faixa etaria. Mais de 70% das meningites sdo causadas por Streptococcus
pneumoniae. A partir dos 5 anos, diminui a incidéncia das infecgbes generalizadas
e surgem aquelas recorrentes causadas por germes gram-negativos como

Escherichia coli, associadas as infecgdes do trato urinario 2.

Tratamento da AF

Com o avango no conhecimento da fisiopatogenia, e da historia natural da
AF, inumeras intervencdes terapéuticas tém sido aplicadas com um resultado
animador traduzido pela melhoria na expectativa de vida destes pacientes. O
diagndstico precoce, nos programas de screening neo-natal estabelecidos em
alguns paises, inclusive no Brasil, propicia o atendimento precoce, a utilizagao de
medidas educacionais e preventivas como a utilizacdo de antibidticos profilaticos
durante a infancia, a vacinagao precoce contra pneumococos e hepatites virais e a
utilizagdo da HU precocemente no curso da doenca 222%%2 O unico tratamento

curativo € o transplante de medula éssea. No entanto, o conhecimento de que
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varios pacientes tém uma evolugao clinica mais benigna torna a escolha por esta
alternativa terapéutica, de grande morbimortalidade, bastante dificil.

O tratamento com HU, um agente indutor da sintese da HbF, teria como
principal efeito é a elevagdo dos niveis de HbF nos pacientes falcémicos '%°.
Estudos recentes tém demostrado que a HU pode, também, reduzir a contagem
de granuldcitos, mondcitos e plaquetas, e ainda reduzir a expressdo de moléculas
de adesao na superficie dos eritrocitos. Estas células, quando elevadas, sdo um
fator de risco para a VO, pois permitem interagdes adesivas entre as células
endoteliais e leucdcitos e estimulam plaquetas a liberar citocinas que contribuem
para a adesdo 32,50,54,62,129-134.

As manifestagdes clinicas da AF s&o, portanto, estremamente variadas.
Mesmo se tratando de uma doenga genética monogénica, a variabilidade clinica

entre os portadores e entre as diversas fases da vida de um mesmo paciente é

muito grande.

O SISTEMA IMUNOLOGICO DA AF

As infeccbes sao a principal causa de morbi-mortalidade na AF,
particularmente na infancia. Neste grupo, os principais agentes infecciosos séo o
Streptococos pneumomiae (pneumococo) e o H. Influenzae "*°. As infeccdes por
pneumococos sao de 30 a 200 vezes mais frequentes nas criangcas menores de
cinco anos afetadas do que na populagdo normal '*°. Nas criangas maiores e em
adultos falciformes, o risco desenvolver infecgbes por germes gram-negativos,
como a Escherichia coli, Klebsiella e Salmonella, é 25 vezes maior "’. Tanto nas

criancas quanto nos adultos, chama a atengdo a prevaléncia destes germes
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encapsulados, sugerindo uma disfungcdo do sistema imunoldgico inato (p.e.
sistema do complemento) e uma deficiéncia de opsonizagéo especifica (imunidade
humoral). Estas deficiéncias poderiam ser explicadas pela disfungéo esplénica
observada nestes individuos. Pacientes esplenectomizados por rutura traumatica
do baco na infancia apresentam riscos semelhantes.

A rede vascular peculiar do parénquima esplénico propicia a ocorréncia de
infartos repetidos que, inicialmente, levam a uma congestao na polpa vermelha e a
esplenomegalia com sequestro esplénico (vide abaixo); mas o acumulo de
trombos e areas de infarto acaba por levar a uma insuficiéncia do 6rgao,
culminando com atrofia e fibrose. Este fendmeno, denominado de auto-
esplenectomia, ocorre geralmente até os 5 anos de idade 2%,

Ainda quanto a imunidade inata, hoje se considera que o portador de AF
vive em uma situagdo de inflamagcdo crénica mantendo a rede vascular
permanentemente sob a influéncia de mediadores pro- e anti-inflamatérios em um
equilibrio precario, mesmo entre as crises agudas da doenca 10 aumento da
expressdo das moléculas de adesao ja referido, associado a graus variados de
necrose tecidual recruta para o endotélio vascular granulécitos, mondcitos 2143,
eosinofilos, plaquetas e com estes varias outras substancias: citocinas, proteinas
de fase aguda, proteinas do sistema complemento, moléculas pro-coagulantes,
etc 89142190 A |iberagdo da endotelina-1 pelas células endoteliais, por outro lado,

151152 como estimula

nao apenas aumenta a expressao de moléculas de adeséao
nos monadcitos a secretar citocinas inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, e 0

GM-CSF; substancias que aumentam a produgao de superoxidos pelos neutrofilos
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193154 193154 Hga, portanto, varias vias de retroalimentagdo do processo

inflamatario.

Conran e cols. (2007) *°, mediram os niveis plasmaticos da citocinas pro-
inflamatdrias e correlacionaram com os numeros de leucdcitos em pacientes
falciformes. Embora os niveis plasmaticos de GM-CSF e IL- 3 estivessem
elevados, s6 os de GM-CSF se correlacionaram positivamente com o numero total
de leucécitos, neutrdfilos, monécitos e eosindfilos. Isto sugere um papel
importante do GM-CSF na leucocitose observada na AF, mesmo entre as crises
agudas da doenca. Vale ressaltar que GM-CSF e IL-3 regulam a diferenciagéo e
proliferacdo dos leucocitos na medula dssea.

Finalmente, citocinas tem a habilidade de regular a sintese de outras
citocinas (ex: IL-1 induz a produgédo de TNF-a e vice-versa; IL-4 e IL-6 inibem a
producédo de TNF-a ou IL-1), assim como exercem uma agdo moduladora na
expressao de seus proprios receptores 1°¢1%,

O impacto deste estado inflamatério permanente subclinico e multifatorial,
no funcionamento do sistema imunoldgico € muito dificil de avaliar. Ndo ha duvida,

no entanto, sobre a sua influéncia na patogenia da AF.

IMUNIDADE ADAPTATIVA NA AF

De uma maneira geral, existem dois tipos de resposta imunoldgica

adquirida: a imunidade humoral e a imunidade celular. A imunidade humoral é

mediada pelos anticorpos, que sao produzidos pelos linfécitos B e que tém como
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principal fungdo opsonizar com grande especificidade eliminando microorganismos
extracelulares e toxinas. A imunidade celular, coordenada e exercida pelos
linfocitos T de forma especifica, atua no mecanismo de defesa contra
microorganismos intra-celulares '°. E é gracas a expans3o clonal dos linfcitos
efetores e a geracédo de linfécitos de memaria, apds a resolugdo do processo
agressor, que se gera uma eficiente resposta imune.

Os linfocitos T efetores sédo, de forma geral, divididos em dois grandes
grupos ou duas classes funcionais, que detectam peptideos antigénicos
apresentados por proteinas codificadas pelo Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC).

o Linfocitos T citotoxicos ou CD8+, que reconhecem peptideos

endégenos (proteinas processadas no interior das células) apresentados

pelo sistema de antigenos de histocompatibilidade (HLA — Antigeno

Leucocitario Humano) de classe |, expressos em todas as células

nucleadas do organismo.

o Linfocitos T auxiliares (helper) ou CD4+, estes reconhecem os

peptideos exdgenos apresentados pelo HLA classe |l e podem ser

clasificados em Th1 e Th2 29160,

Os linfécitos T CD4+ Th1 quando ativados produzem IL-1a e IL-1pB, IL-2, IL-
6, IL-8, IFNy e TNFa/B; tendo caracteristicas predominantemente pro-
inflamatodrias, estimulando a fagocitose de células infectadas pela ativagcado de
macrofagos, ativando o sistema de complemento. A fagocitose de particulas

antigénicas, por outro lado, propicia a apresentagcdo de antigenos desencadeando
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a producdo de anticorpos '°"1%2 As células Th2 sdo as ativadoras da resposta
humoral, especifica, estimulando a ativacdo de linfécito B e produzindo as
citocinas anti-inflamatérias como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 . Embora
com funcbes até certo ponto sobrepostas na resposta imune e, certamente
complementares, sobretudo no que diz respeito ao estimulo direto ou indireto a
producao de anticorpos, de uma maneira geral, as células Th1 e Th2 exercem, até
certo ponto, fungbes antagbnicas com relagdo a inflamagdo, a primeira
estimulando e a segunda inibindo a reacao inflamatéria (Fig 5) "°""%.

Ragupathy e cols. (2000), estudando 39 pacientes portadores de AF
demonstraram niveis significativamente maiores de IL-4, portanto, um perfil
predominantemente Th2 nos pacientes quando comparados aos controles.
Embora sem significado estatistico, o perfil Th1 parece predominar nos pacientes
com fungao esplénica preservada o que poderia, segundo os autores, explicar a
maior resisténcia destes individuos a infeccdes bacterianas ', E possivel que o

ambiente inflamatdrio exacerbado no microambiente vascular de portadores de AF

desencadeie uma resposta Th2 compensatéria.
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Fig 5. Modelo simplificado da possivel interacdo das respostas de Th1 e Th2.

Expert Rewiews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press
http://journals.cambridge.org/fulltext content/ERM/ERM2 09/S51462399400002143sup008
.htm

O principio basico do sistema imunoldgico € ser capaz de reconhecer
células ou moléculas estranhas ao organismo e com potencial patolégico. A
imunidade inata reconhece estes antigenos por afinidade molecular inespecifica.
Alteracbes conformacionais sofridas pelas moléculas inatas, quando ligadas a
antigenos, desencadeiam reagbdes que recrutam fagdcitos; no interior destes, o
complexo molecular é exposto a radiacais reativos que o destrdi e os fragmentos
moleculares resultantes sdo entao processados e exteriorizados na superficie das
células. Esta expressao é associada a antigenos HLA cuja classe ira definir o tipo

de linfécito necessario para eliminar o agente agressor: humoral ou citotoxico.
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Subgrupos destes linfocitos, apenas reconhecidos mais recentemente, tém como
funcdo a regulagdo da funcéo efetora e, desta forma, restringir o processo de
ativagdo imune a amplitude e tempo necessarios, e a antigenos que representam
uma ameaga a integridade do organismo.

Na ultima década, surgiram evidéncias irrefutaveis que Linfécitos T
reguladores tém um importante papel na manutengcédo da tolerancia imunolégica
evitando respostas imunes ndo essenciais ou autodestrutivas '®. Os linfdcitos
regulatorios (supressores da resposta imune) mais bem caracterizados sé&o
CD4*CD25*™MFOX P3* conhecidos como Treg '®®. Recentemente, uma nova
populagdo de linfocitos T CD4" e CD8" com propriedade regulatorias foi descrita
"% ho sangue periférico de individuos normais e, em maior quantidade, em locais
de inflamacdo. Estes linfocitos expressam moléculas HLA classe Ib cujas
principais isoformas sao HLA-G1 e HLA-G5 (veja abaixo). Tanto os linfocitos
TCD4"HLA-G® quanto os CD8'HLA-G* tém atividade supressora sobre os
linfocitos T HLA-G™ além de, comparativamente a estes ultimos, secretarem
significativamente menos INFy e IL-10; diferentemente de todos os linfocitos T,
particularmente dos Treg classicos, os T HLA-G" ndo respondem a IL-2. A
capacidade regulatoria deste subgrupo, recém descrito, parece ser estimulada em

um ambiente de inflamacdo e mediada de forma soluvel pela liberagdo da

167 168

isoforma HLA-G5 no ambiente . Interessantemente, células tumorais e
macrofagos parasitados por citomegalovirus 189 bodem também expressar HLA-G
e utilizar a capacidade imunossupressora destas moléculas para sobreviver a

vigilancia imunoldgica.
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SISTEMA DE HISTOCOMPATIBILIDADE LEUCOCITARIA HUMANA (HLA)

O sistema HLA consiste num grupo de glicoproteinas da superficie celular
que sao codificadas por um loci multigénico e multialélico, extremamente
polimérfico entre os individuos, segregado em um modelo codominante
Mendeliano, localizado no braco curto do cromossomo 6 e denominado MHC '7°.
O MHC contém cerca de quarenta genes que codificam os antigenos relacionados
ao sistema HLA. Estes podem ser separados em dois grupos estruturalmente e
funcionalmente distintos: Classe | e Classe Il. A molécula do antigeno de Classe |
€ constituida por cadeia alfa-peptidica com cinco dominios e uma cadeia beta (B-
2-microglobulina); diferindo da Classe Il que se apresenta como duas cadeias
polipeptidicas (a e B), cada uma com quatro dominios """'"2. Os principais genes
da Classe | sédo o HLA-A, B e C (genes la), que possuem expressao variavel na
maioria das células somaticas e sdo fundamentais na apresentagéo de antigenos
intra-celulares ou endogenos ao interagirem com linfocitos T CD8*. A Classe |l
(HLA-D) é designada por trés letras: uma para a Classe (D), uma para a familia
(M, O, P, Q ou R), e a terceira para especificar a cadeia polipeptidica (A, alfa; B,
beta, respectivamente). Estes antigenos sédo expressos preferencialmente em
células imunoldgicas tais como linfécitos B, linfécitos T ativados, macrofagos,
células dendriticas e células epiteliais timicas que tém a funcdo de apresentar
antigenos ou peptideos exdgenos aos linfocitos T CD4* 17,

O sistema HLA coordena, portanto, o reconhecimento antigénico de

peptideos enddégenos ou exdgenos e controla as respostas imunes, humoral e

celular. Estes antigenos sao processados pelos mondcitos, macrofagos e células
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dendritricas que atuam como Células Apresentadoras de Antigenos (APC). Os
antigenos estranhos ou “ndo proprios” podem ser provenientes da degradagao
intracelular de proteinas citoplasmaticas, através da agcdo do proteossomo
(restritos ao HLA Classe 1), ou adquiridos por endocitose, a partir do meio externo
celular (restrito ao HLA Classe Il). Processados pelas APCs e expressos em suas
membranas, eles formam complexos com o HLA e assim sdo apresentados aos
Receptores de Células T (TCR) . O HLA age como peca fundamental na
segregacao e eliminacdo de células auto-reativas, na fisiologia das vias de

reciclagem e eliminagdo do “lixo celular” '

, na identificacdo de células infectadas
por virus ou em transformacéo neoplasica, desempenhando um papel central na
protecdo do organismo e por conseguinte, na defesa imunologica.

Alvo de investigacdo intensa, sobretudo no cenario das doengas auto-
imunes e inflamatérias, o gene HLA-G do MHC tem sido ultimamente mais bem
caracterizado. Trata-se de um gene que codifica um antigeno HLA da classe Ib
com uma expressao tecidual restrita, baixo polimorfismo e de 7 isoformas (HLA-
G1 a 7) 7S Esta molécula, embora capaz de agir como apresentadora de
antigenos, tem forte propriedade inibitéria agindo como um mediador da tolerancia
imune. Recentemente, como ressaltado acima, uma populagdo distinta de
linfécitos T CD4™ e CD8" expressando moléculas do HLA-G foi descrita. Como era
de se esperar, os linfécitos T HLA-G® exercem uma fungdo regulatoria,
imunossupressora .

A expresséao deficitaria das moléculas HLA-G, tanto de membrana como na

sua forma soluvel, leva a uma alteragdo na regulagéo do sistema imune e esta

relacionada com uma série de doencas auto-imunes. O polimorfismo decorrente

49



da insercéo ou delecdo de 14bp na regido 3 'UTR do HLA-G levaria a um
“splicing” alternativo determinando a transcrigdo de niveis plasmaticos diferentes
de HLA-G "7 Adicionalmente, moléculas de Micro-RNA (miRNA) (veja abaixo)
parecem ter um papel na regulagdo da expressao do HLA-G. Na regiao localizada
na posicao +3142 do gene HLA-G, ainda em 3'UTR, foi descrito um sitio de
ligacdo para miRNA, e simultaneamente existe um polimorfismo G/C que
determina afinidades diferentes a estas micro-moléculas. Por conseguinte, esta
regidgo (e os miRNAs) podem modular a supressdo da traducdo do RNA '8
Segundo Veit e Chies 179 este polimorfismo poderia explicar melhor a variabilidade
da expressao plasmatica de moléculas de HLA-G do que o polimorfismo no
splicing alternativo determinado pela insergédo/delegdo de 14pb na regido 3’'UTR

do gene.

Micro-RNA (miRNA)

Micro-RNA (miRNA) s&o moléculas de RNA fita simples, de 19-25
nucleotidios, evolutivamente bem conservadas e nao codificadoras de proteinas,
que atuam como potentes reguladores da expressédo génica pds-transcricional de
pelo menos um terco dos RNA mensageiros (mRNA), reprimindo-os ou
degradando-os . A regulagdo da expressdo génica mediada por miRNA é critica
para a fungdo normal da célula. Moléculas de miRNA regulam varios processos
fisiologicos incluindo a diferenciacdo de células tronco, a hematopoese, o
desenvolvimento de musculos cardiaco e esquelético, a neurogénese, a secregao

de insulina e o metabolismo do colesterol, para citar alguns. A expressao
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aberrante destas micro-moléculas esta implicada em uma série de doencas
incluindo cancer e doencas cardiacas '®'"'%°. A presenca de miRNA é instrumental
para a regulagcdo da fungdo imunoldgica, inata e adaptativa, para o
desenvolvimento e diferenciagdo das células imunes e na prevencao da auto-

imunidade 8187,

Em camundongos, a regulagdo da produgdo e fungdo dos
granulécitos foi relacionada ao MiRNA-223 que modularia o papel destas células

na inflamacgao '%.

CITOCINAS

As citocinas representam um grupo heterogéneo de proteinas bioldgicas
ativas ou glicoproteinas de baixo peso molecular, sinalizadoras extracelulares que
promovem a interagcdo e/ou comunicacao intercelular entre as células do sistema
imune, agindo através de receptores especificos localizados na superficie das
células alvo '®. Sao mediadores sollveis ativos em quantidades muito pequenas,
e tém como fungdo primaria modificar o comportamento das células adjacentes
induzindo o crescimento, a diferenciagdo, motilidade, quimiotaxia, ativagcado e/ou
aumento da citotoxicidade das células de varios tecidos através de atuacao
também sobre a expresséo génica das células-alvo.

As primeiras citocinas identificadas eram produzidas por leucdcitos, e, por
essa razao, foram chamadas de interleucinas (IL). Imaginou-se que as IL tinham a
funcdo de intermediar ou transmitir mensagens exclusivamente entre eles. Outras
citocinas conhecidas sao os interferons (IFN), que podem amplificar a aptiddo do

sistema imunologico para reconhecer um invasor estranho ao organismo. Do
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mesmo modo, as citocinas secretadas pelos mondcitos (macréfagos) foram
chamadas monoquinas. Temos também os TNF e os fatores de crescimento (GF).
Hoje, sabe-se que todas estas citocinas podem ser produzidas por praticamente
todos os tipos celulares existentes no organismo e funcionar de maneira integrada
com a finalidade principal de defender o organismo .

Outra funcao das citocinas é sua capacidade de regular sua prépria sintese
(ex: IL-1 induz a producgédo de TNF-a e vice-versa; IL-4 e IL-6 inibem a produgéo
de TNF-a ou IL-1), também tem acdes modulatérias na expressao dos receptores,
sendo estas estimulatérias (IFN-y aumenta a expresséo do receptor de TNF-a) ou
inibitorias (IL-1 diminui a expressdo do receptor de TNF-a). Além disso,
antagonistas dos receptores podem bloquear ou reduzir o efeito da mesma
citocina (ex.: IL-1RA conhecido como antagonista do receptor de IL-1) 1°1%8,

O efeito de qualquer citocina é dependente do tempo da liberacdo da
mesma, do local onde ela age, da presenca de elementos sinergistas ou
competidores, da densidade dos receptores e da responsividade tissular para
cada citocina "', E de extraordinaria importancia reconhecer que ha citocinas que
atuam excitando as células de defesa produtoras da inflamacéo, seja diretamente,

ou pelo estimulo a produg¢ao de outras citocinas.

INTERLEUCINA 10

A IL-10 humana é uma estrutura homodimérica de 34 a 40 kDa, constituida

por uma cadeia polipeptidica que se estrutura em quatro dominios globulares a-
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hélice '%?. Suas duas cadeias possuem 160 aminoacidos cada, com cerca de 18
kDa, unidas por pontes dissulfidicas '*°.

O gene da IL-10 contém cinco exons e esta presente em uma unica copia
no genoma, ocupando aproximadamente 5,1 kb no cromossomo 1, entre 1931 e
1q32 192,194

Inicialmente conhecida como Fator inibidor da sintese de citocinas, a
Interleucina 10 (IL-10) ficou conhecida por sua capacidade de inibir a produgao de
citocinas produzidas pelas células Th1 no sobrenadante de cultivo celular de
linfocitos Th2 19°1%°,

A IL-10, em humanos, é produzida por varias células do sistema de defesa:
monadcitos/macréfagos ativados, linfocitos CD4+ tanto por células tipo Th1 como
Th2, linfocitos CD8+, células dendriticas, células B e queratindcitos '°''%. Em
humanos, os macréfagos e mondcitos seriam a fonte predominante de sintese da
IL-10 enddgena % Em modelos experimentais se observou que os bloqueadores
dos canais de Calcio aumentam a producédo de IL-10 e diminuem os niveis de
TNF-a ",

A IL-10 produzida pelos linfocitos € caracteristica de resposta imune do tipo
Th2, possuindo notaveis propriedades anti-inflamatérias, que incluem a
capacidade de inibir a proliferacdo das células T, a producdo do TNF e das
interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 e outras propriedades imunoregulatérias como a
diminuicao da expressao de moléculas de MHC-I e MHC-II nas APCs. Tudo isso
representa uma redugao substancial na intensidade do processo inflamatério e

estas citocinas medeiam resposta imune celular do perfil Th1 como IFN-y. Por
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outro lado, a secrecao da IL-10 pode reforgar a atividade imunoldgica, estimulando
a proliferagao, ativacdo e quimiotaxia de células T CD8+ e ativando as células
natural killers (NK), além de estimular a produgdo de outras citocinas '*°.

Quando a IL-10 age sobre os macrofagos interrompe a resposta imune e a
infeccao é erradicada, deste modo, o sistema volta ao seu estado normal gragas
a regulacéo de retroalimentacéo negativa '*°.

A IL-10 suprime a inflamacéo por varios mecanismos, incluindo a reducéao
da expressao de HLA classe Il, redugao de secrecao de IL-2, TNF-a e IL-8. Além
disso, a IL-10 excerce acdo anti-inflamatdria por reprimir muitos efeitos bioldgicos
do interferon-gama (IFN-y); das citocinas produzidas por neutréfilos e células NK e
atenuar a expressao dos receptores de necrose tumoral na circulagao sistémica e
inibir a atividade das APCs "%,

As diferentes respostas da IL-10 podem ter um papel tanto protetor em
relacdo as infecgbes como facilitador, ja que suprime a resposta inflamatoria.
Exemplos disso sao estudos que relatam associacido de niveis elevados de IL-10

200

no sangue com mortalidade por doenga meningocdcica <, assim como niveis

baixos de IL-10 aumentam o risco de sindrome da angustia respiratéria aguda do

adulto 2.
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JUSTIFICATIVA

Sabemos que a AF é uma doenga genética monogénica mais comum no
Brasil e esta doenca é consideranda um problema de saude publica.

A variabilidade das manifestagcbes clinicas nestes pacientes se da nas
diversas fases da vida, isto faz com que os doentes falcémicos se encontrem num
risco elevado de desenvolver complicagdes clinicas que podem ser
assintomaticas, leves ou muito severas; estas complicagcdes severas podem levar
a uma mortalidade precoce num periodo muito curto de tempo. Por isso é
importante a identificacdo precoce de determinantes da severidade no quadro
clinico destes pacientes e desta maneira teriam um manejo adequado no
tratamento da doenca e consequentemente um aumento da sobrevida e melhora
da qualidade de vida.

A AF seria o resultado de uma resposta inflamatdria exacerbada que estes
pacientes desenvolvem, comportandose como uma doenca inflamatéria cronica e
sugerindo que uma modulacéo do sistema imune podera ser util para a regulagéo

da sintomatologia clinica; sendo assim temos os seguintes objetivos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente estudo tem o objetivo de analisar a correlagao de polimorfismos

descritos para genes do sistema imune e a patofisiologia da Anemia Falciforme

Objetivos Especificos

Entre os objetivos especificos, o presente estudo realizado pretendeu:

e Estabelecer a frequéncia de polimorfismos descritos para variantes
dos genes HLA-G e analisar uma possivel correlacdo destas com a
fisiopatologia da Anemia Falciforme;

e Analisar a taxa de expressao de IL-10, uma potente interleucina
reguladora da agéo inflamatéria, para estabelecer correlagbes com a
sintomatologia dos pacientes;

o Estabelecer a frequéncia de polimorfismos descritos para variantes
do gene IL-10 e analisar uma possivel correlagao destas com a

fisiopatologia da Anemia Falciforme
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ABSTRACT

In spite of its well known monogenic etiopathogenesis, Sickle Cell Disease (SCD) is
characterized by a striking variability of clinical presentation. There is growing evidence
that genetic factors may be involved in this variability. HLA-G is a non-classical HLA
molecule which was shown to be expressed at sites of inflammation and in inflammatory
diseases. Besides its large and highly polymorphic promoter region, the 3' UTR region
seems to play an important role on regulating HLA-G expression. In this study, we
investigated the influence of the 14pb and the +3142 HLA-G polymorphisms on 93 SCD
patients in order to evaluate its potential role on clinical parameters. Twenty-one patients
presented an HCV infection. Among all SCD patients 16 (22.2%) were homozygous for the
+3142C genotype, none of them HCV positive. Controlling by blood transfusion episodes,
the C allele represented a protection factor for HCV infection which was shown to be dose-
dependent (RR = 0.41 CI95% 0.24-0.71). The +3142C allele was also underrepresented
among patients with history of respiratory-tract infections. Our results support a role of the

+3142 polymorphism on the susceptibility to infections among SCD patients.

KEYWORDS
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INTRODUCTION

Sickle cell disease (SCD) is the most common hereditary iliness in the world, affecting
mainly people of African ancestry '. The illness is characterized by a mutation in the sixth
codon of the beta hemoglobin 2 gene which results in the substitution of valine for glutamic
acid in position six of beta chain of the hemoglobin, with the resulting abnormal
hemoglobin (Hb S) responsible for alterations in the erythrocytes that culminate with the
obstruction of the microcirculation, ischemia, tecidual necrosis and organic dysfunction 34,
In spite of its well known monogenic etiopathogenesis, SCD is characterized by a striking
variability of the clinical presentation ranging from an early-onset life-threatening disease
to a milder condition compatible with an almost normal life course. Unpredictability of the
major complications is also a characteristic feature of this disease. Although environmental
factors undoubtedly play a role in this variability, there is growing evidence that genetic
factors may be involved as well. For instance, recent studies have focused on the
immunogenetic modulation of both innate and adaptive immune responses >’. Particularly,
it has been reported that both classical and non classical HLA alleles might play a role on
the susceptibility to infections in SCD patients °.

HLA-G is a non-classical HLA molecule, characterized by limited polymorphism, by
the expression of both membrane-bound and soluble isoforms and by its limited tissue
distribution under normal physiological conditions. However, this molecule was shown to
be largely expressed at sites of inflammation and in inflammatory diseases '*'*, being able
to mediate the inhibition of the cytotoxic activity of NK- and CD8 T-cells and affect CD4 T-
cell functions an dendritic cell maturation ™. Therefore, it was suggested that HLA-G plays
an important role in regulating the immune response in these conditions. The regulation of
HLA-G gene expression seems to be complex and is yet poorly understood. Besides its

large and highly polymorphic promoter region, the 3' UTR region seems to play an
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important role on regulating HLA-G expression. A 14bp insertion/deletion polymorphism
located at this region (rs16375) was shown to play a role on alternative splicing and was
also associated with different levels of HLA-G in plasma '>'®. This polymorphism has been
shown to be associated to as a susceptibility factor to some inflammatory diseases '*'%'"-
22 Another polymorphism located at this region, at the position +3142 (rs1063320), is
thought to influence miRNA binding, thus influencing RNA turnover and miRNA-mediated
repression of translation . This same study has reported an association between this
polymorphism and asthma susceptibility. It was previously suggested by our group that
this polymorphism might explain better the differences observed in HLA-G protein

expression in plasma than the 14bp polymorphism ?*. In this study, we investigated the

influence of these two polymorphisms on SCD disease course.

MATERIALS AND METHODS

Study population

The patients with sickle cell disease (SCD) were recruited at the Hemoglobinopathy Unit at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Of these, 93 participated in the study (45 men and
48 women). Patient data (sex, age, ethnic origin, clinical manifestations, hematological
parameters, etc) were obtained from their medical records.

The control group comprised 259 healthy individuals from the urban population of Porto
Alegre and Rio de Janeiro with the same ethnic origin of the patients. The study protocol
was approved by the Medical Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, Brazil and informed consent was obtained from all patients.
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Genotyping of the HLA-G gene polymorphisms

DNA was isolated from peripheral blood cells using a salting-out procedure #. For the PCR
(Polymerase chain reaction) analysis of the +3142 polymorphism, 200 ng of genomic DNA
were added to a final volume of 25 uL, with final concentrations as follows: PCR buffer 1X,
2.0mM MgCly; 0.2mM of each dNTP; 1.0 unit of Tag-polymerase and 10pmol of each
primer (GMIRNAF -5- CATGCTGAACTGCATTCCTTCC-3, GMIRNAR - ¥
CTGGTGGGACAAGGTTCTACTG -3’). Thermocycling conditions were: 94°C for 5 min; 32
cycles of 94°C for 30 s, 65.5°C for 30 s and 72°C for 60s followed by a final extension step
at 72°C for 5min. The amplified PCR products were cleaved with 3U of BaeG | (New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA) at 37°C for three hours, according to
manufacturer’s instructions. RFLP products were analyzed by electrophoresis in a 1.5%
agarose gel stained with ethydium bromide and visualized under ultraviolet light. The C
allele yielded an intact fragment of 406bp while the G allele yielded fragments of 316 and
90bp. The 14-bp polymorphism at exon 8 of HLA-G gene was detected through PCR
analysis as previously described 2. Briefly, 200 ng of genomic DNA were added to a final
volume of 25 ulL, with final concentrations as follows: PCR buffer 1X, 1.5mM MgCly;
0.4mM of each dNTP; 1 unit of Tag-polymerase and 10pmol of each primer.
Thermocycling conditions were adapted to 94°C for 2 min; 35 cycles of 94°C for 30 s, 64°C
for 60 s and 72°C for 60s followed by a final extension step at 72°C for 10min. The
amplified PCR products were analyzed by electrophoresis in a 6% polyacrylamide gel

stained with ethydium bromide and visualized under ultraviolet light.
Statistical analysis

HLA-G genotypic frequencies were compared to Hardy—Weinberg expectations using Chi-

Square tests. HLA-G allelic frequencies and HLA-G genotypes of controls and SCD
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patients were compared using the y? test (with Yates correction when necessary).
Bonferroni correction for multiple comparisons was applied when the P value was
significant. Poisson Regression with robust variance was applied when controlling for
multiple variables. The significance level was set at o = 0.05 (two-tailed) and all statistical

analyses were performed with SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and winPEPI %’.

RESULTS

Ninety-three SCD patients (45 women and 48 men) were genotyped for the HLA-
G polymorphisms. The mean patient’'s age was 27.3+12.2 years. Eighty-eight patients
were under treatment with Hydroxyurea (HU) by the time of analysis. Further details about
the patient’s clinic status are displayed on Table 1. The allelic and genotypic frequencies
observed in the patients group were similar to those obtained in a control group composed
by African-descendent individuals (Table 2) and both groups did not deviate from Hardy-
Weinberg equilibrium (data not shown).

Twenty-one SCD individuals (23%) were infected with HCV, a frequency similar
to other studies with SCD patients ?>**, but much higher than the expected prevalence on
the general Southern Brazilian population (1-2%) *. Remarkably, none of these patients
was homozygous for the +3142C allele (CC) as compared to 16 individuals (22%) from the
group without HCV. The allelic frequency of the C allele was lower in the infected group as
compared to the HCV-negative group (respectively 21.4% and 48.6%, P=0.003) (Table 3).
Interestingly, while none of the CC individuals was in the HCV infected group, 20% of the
heterozygous and 40% of the patients homozygous for the G allele (GG) were in the
infected group (linear trend y2 = 7.467 P = 0.006), which lead us to think of a dose effect
associated to this polymorphism on the susceptibility to HCV infection. A Poisson

regression model (controlling for blood transfusion events during one year of observation)
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was performed to assess this hypothesis. According to it, GG patients have a risk 2.4 and
5.8 times higher of acquiring an HCV infection as compared to heterozygous and CC
patients, respectively (Model P > 0.0001, Table 4). No differences were observed between
infected and non-infected subjects concerning the 14bp polymorphism (Table 3).

Forty-eight patients presented a history of respiratory tract affections (upper
respiratory tract infections, bronchopneumonia, asthma and/or rhinitis/sinusitis — Table 1).
Moreover, among them 42 (87.5%) had presented at least one episode of
bronchopneumonia and/or other upper respiratory tract infection. When considering
bronchopneumonia and upper respiratory tract infections separately, we observed that in
both groups there was a decreased frequency of the CC genotype (although not
significant). Also, it is interesting to point out that none of the 16 patients with upper
respiratory tract infections presented the CC genotype (Table 5). This association yielded
a significant P-value when considering both bronchopneumonia, upper respiratory tract
infections as a single group (P=0.040), although not significant after correcting for multiple
comparisons (P=0.12 — Table 5). No differences were observed when considering the
14bp polymorphism alone or both polymorphisms as haplotypes (data not shown).

We also evaluated a potential influence of the HLA-G genotype on hematological
parameters, such as adult and fetal Hb levels, leukocyte and platelet counts, and bilirubin
and LDH (lactate dehydrogenase) levels. No differences were observed between these
parameters and the polymorphisms analyzed. To evaluate a potential interference of the
HLA-G genotype on the effect of HU, we compared the above-mentioned parameters
before and after HU treatment. Again, no significant differences were observed among

genotypes and haplotypes considering the two HLA-G polymorphisms (data not shown).
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DISCUSSION

In this work, we assessed the influence of two polymorphisms located at the
3'UTR of the HLA-G gene on the clinical features of SCD patients. Although being a
disease of monogenic inheritance, the marked variability of symptoms in SCD has lead to
the search for genetic features that could explain, at least partially, such clinical
differences. A marked feature in SCD patients is the high prevalence of recurrent
infections. It has been proposed that SCD is a chronic inflammatory condition and that the
high occurrence of infections is not due to any immunodeficiency, but rather to this status
of chronic inflammation ***’. Since associations between both classical and non-classical
HLA molecules and disease outcome in SCD patients have been reported by previous
studies and since HLA-G is a molecule that interferes in both innate and adaptive
immunity, it constitutes an interesting target to be evaluated on SCD course.

In our cohort, 23% of the patients were positive for HCV and, of those patients,
86% had previous history of at least one blood transfusion. Because SCD patients are at a
higher risk of blood transfusions, due to their frequent episodes of hemolytic anemia, they
constitute a risk group for HCV (and other diseases transmitted by blood derivates). Still, in
spite of entering the human body, the HCV virus encounters resistance to its
establishment by the host’s immune system, and this resistance, according to our results,
seems to be partially dependent on the HLA-G genotype. As previously shown, no patients
homozygous for the C allele were found in the HCV infected group and, conversely, the
frequency of homozygotes for the G allele was more than doubled in the infected group as
compared to the non-infected group. The Poisson regression model was consistent with a
dose effect, suggesting that CC patients are more protected than heterozygous patients
and that these are more protected than GG patients against HCV infection. Interestingly,

the most significant association observed by our study was not with an infection caused by
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a pathogen which would explore directly the intrinsic dysregulation of the SCD patient, but
rather an infection which is an indirect consequence of the patients special needs.

This finding is somewhat surprising considering the immunosuppressive role of
the HLA-G molecule and the context in which it is being analyzed. Considering HCV
infection alone, it could be expected that the C allele, which is more frequently associated
to the 14bp deletion and is itself associated to a lesser microRNAs binding to the HLA-G
mRNA molecule and, consequently, to a higher HLA-G expression, would be associated to
an increased risk of infection by HCV. However, our results reveled that instead of being a
risk factor for HCV infection, the C allele seems to confer protection against HCV. This
finding suggests a protection mechanism that could be associated to an increase on HLA-
G expression. This could, at first glance, seem paradoxal, since the immunosuppression
mediated by molecules such as HLA-G could, a priori, predispose to infections. However,
considering SCD as a chronic inflammatory disease, where the frequent vaso-oclusive
events and a constant state of hemolytic anemia may easily lead to an altered state of
immune homeostasis, the presence of immune regulatory molecules such as HLA-G could
favor a better immune behavior against foreign pathogens. Another finding that supports
this view is the fact that homozygosity for the C allele was underrepresented in the group
with history of respiratory infections. However, if the resistance to HCV infection conferred
by the C allele is restricted to the very specific immune context of SDC patients or if it can
be extrapolated to other risk groups remains to be elucidated.

Nevertheless, an association between HLA-G polymorphisms and HCV infections
has been previously reported *®. Martinetti et al. have observed that the homozygosity for
the 14bp deletion (which is associated to higher expression of HLA-G) as well as the
presence of an allele which contains this deletion (*010401) seem to be risk factors for
vertical transmission of HCV whereas the *0105N allele, which contains the 14bp insertion,

confers protection. However, in our study, the 14bp genotype did not seem to be related to
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susceptibility to HCV infection. A possible explanation for these conflicting results is the
distinct contexts of exposure to the HCV virus focused by each study: vertical transmission
of HCV implicates an overcoming of the placental barrier before entering the child’s
organism, while there is no such barrier when acquiring the virus directly through blood
transfusions, which was probably the main case in our study. If HLA-G plays a role on the
permissiveness of the placenta to the passage of the virus, and we should point out that
HLA-G molecule is a major component of the immune system in this environment, this
could perfectly explain the observed discrepancies between our data and the above-
mentioned study.

Taken together, our results support the role of HLA-G on the susceptibility to
infections in SCD patients, especially HCV. Moreover, they constitute an indirect evidence
of the role of microRNAs on the regulation of HLA-G expression through their interaction

with the region which encompasses the +3142 polymorphism.
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Table 1

Table 1: Patients features and clinical manifestations

N (%) mean SD
SS (total n = 96)

Females 45 (48.4)

Males 48 (51.6)

Age (years) 27.3 12.2
Age at HU treatment (years) 194 11.8

Clinical complications

Pain crisis 84 (90.3)

21 Blood transfusions® 36 (37.5)

Priapism 10 (20.8)°

HCV infection 21 (22.6)

Foot ulcers 13 (14.0)

Bone® 21 (22.6)

Neurological ¢ 15 (16.1.)

Respiratory © 48 (51.6)
Gastroenterological 57 (61.3)

Circulatory ° 21 (22.6)

Endocrinal 2(2.2)

Sensorial " 6 (6.5)

Genital-urinary 11 (11.8)

Lymphatic 6 (6.5)

2 During one year follow-up ° Only male patients (total = 48)

° Osteonecrosis/osteomyelitis ¢ cerebrovascular accident /mental retardation/epilepsy

¢ upper respiratory tract infections/bronchopneumonia/asthma/rhinitis/sinusitis

fgastric ulcer/ cholelithiasis/hepatomegaly/ splenomegaly ¢ deep vein thrombosis/ systemic

artherial hypertension/pulmonary hypertension/cardiomegaly " otitis and retinopathies
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Table 2

Table 2: HLA-G genotype frequencies

Patients (%) Controls (%) P-value®

14 bp

Ins/ins 15 (16.5) 34 (13.1) 0.378

Ins/del 47 (51.6) 122 (47.1)

Del/del 29 (31.9) 103 (39.8)
+3142

CcC 16 (17.2) 47 (18.1) 0.977

CG 47 (50.5) 130 (48.6)

GG 30 (32.3) 87 (33.2)

2 Pearson 2
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Table 3

Table 3: HLA-G genotype and prevalence of HCV infections

HCV GG CG CC %c aliele
Yes +3142 12 (57.1) 9 (42.9) 0 (0.0) 21.42
No 18 (25.0) 38 (562.8) 16 (22.2) 48.6°
del/del ins/del ins/ins Yoins allele
Yes 14 bp 3(14.3) 14 (66.7) 4 (19.0) 52.4°
No 27 (37.5) 34 (47.2) 11 (15.3) 38.9°

apP=0.003 °P=0.167
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Table 4

Table 4: Poisson regression with robust variance model and predicting variables for

development of HCV infection (Model significance <0.0001)

Variable PR 95% ClI P Peorr
HLA-G +3142C 0.412 0.24-0.71 0.001 0.003
>1 BT/year 2.60 1.2-6.00 0.015 0.045

PR, Prevalence Ratio; 95% CI, 95% confidence interval; BT, blood transfusions

@ For each G allele.
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Table 5

Table 5: +3142 genotype and respiratory tract infections

GG CG CC %G allele P 4 Pcorr
Upper respiratory Yes 7 (43.8) 9 (56.2) 0(0.0) 28.1 0.104
tract infections No 24(30.8) 38(48.7) 16 (20.5) 44.9
Bronchopneumonia Yes 13(36.1) 20 (55.6) 3(8.3) 36.1 0.138
No 18(31.0) 27 (46.6) 13(22.4) 45.7
Respiratory tract Yes 16(38.1) 23(54.8) 3(7.1) 34.5 0.040° 0.12
infections No 14 (27.5) 24(45.1) 13(25.5) 49.2

2 Considering CC as a protection factor, ® Prevalence Ratio = 0.37 (0.13-1.05)
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INFORMACOES COMPLEMENTARES

O objetivo principal do presente estudo foi analisar a correlagdo de
polimorfismos descritos para os genes da IL-10, uma potente interleucina anti-
inflamatdria e do HLA-G, molécula que funciona como inibidora de células NK e
indutora da expresséao de IL-10, com a patofisiologia da Anemia Falciforme.

E importante salientar que o presente estudo é parte de um projeto maior
que envolve o estudo de outros genes polimorfico como TNFRII, HLA-E, MBL2
(molécula envolvida na imunidade inata e ativagdo de macrofagos), HO-1 (heme-
oxigenase 1), MMP-2 e MMP-9 (metaloproteinases de matriz) em pacientes com
anemia falciforme.

Em um primeiro momento deste capitulo compararemos os dados
relevantes obtidos a partir do levantamento clinico de todos os nossos pacientes
com a literatura. Em anexo as consideragdes finais serdo apresentadas
metodologias e dados adicionais [Anexo |: DADOS COMPLEMENTARES,
contemplando o Local de realizagcédo, Populacéo, Levantamento dos dados clinicos
dos pacientes, Coleta de sangue, Analise dos polimorfismos do promotor de IL-10
(extracao de DNA, procedimentos de genotipagem, resultados), além da parte da
analise da expressdao de IL-10 (extracdo de RNA, Sintese de cDNA, PCR
quantitativo e resultados); Anexo Il: PROTOCOLO DE ANEMIA FALCIFORME
para obtengdo de dados clinicos e Anexo Ill: TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO].

Foram estudados 99 individuos com Anemia Falciforme que apresentaram

grande heterogeneidade clinica. Entre os sintomas apresentados por estes
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pacientes, em diferentes fases da doencga, encontramos: crises vaso-oclusivas,
ulcera de pé, infeccdo por HCV; no sistema respiratério as infecgoes de vias
aéreas superiores (IVAS), broncopneumonia (BCP), rinitis/sinusite alérgica e
asma; no sistema neuroldgico o acidente vascular cerebral (AVC), epilepsia; no
sistema gastrico a hepatomegalia, esplenomegalia, ulcera gastrica, colelitiase,
esplenomegalia; no sistema genito urinario as infecgdes urinarias e priapismo; no
sistema linfatico as adenomegalias, no sistema circulatério a cardiomegalia, o
tromboembolismo venoso profundo (TVP), flebitis, hipertensao arterial sistémica
(HAS), hipertensao arterial pulmonar (HAP), no sistema ésseo a osteonecrose e
ostemielite, e no sistema sensorial as doencas infecciosas de ouvido e
retinopatias. Como podemos observar, os pacientes de AF do presente estudo
apresentaram ampla diversidade de manifestagdes clinicas corroborando o que ja
foi demonstrado em outros trabalhos 30326268

Nossa amostra de pacientes abrangeu diferentes faixas etarias podendo ser
agrupados em adultos n=74 (maiores de 19 anos), adolescentes n=18 (> 10 até 19
anos) e criangas n=7 (0 até <10 anos).

Os autores como Naoun em 1997 *?; Silla em 1999 **; Quinn e cols. %% e
Steinberg em 2008 *? aconselham acompanhamento médico dos pacientes com
AF fornecendo aconselhamento familiar, terapia medicamentosa ou transfusional e
vacinagdes; toda nossa populagdo de portadores de AF segue este
acompanhamento e possivelmente devido a este fato a expectativa de vida tem
aumentado em nossa populacado de estudo, 27% dos pacientes possuem mais de

40 anos, concordando com os dados obtidos por Platt e cols. (1994) %°.
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Como sabemos a HU afeta a proliferacdo celular, diminuindo a expressao
de moléculas de adesdo, aumentando os niveis de HbF e, dessa maneira, os
pacientes com AF tem uma melhora no curso clinico da doenga °*™*'. De todos os
pacientes, 65% tomam regularmente HU, 8% n&o toma HU seja por adesé&o baixa
ao medicamento ou porque clinicamente nao precisam (apresentam altos niveis
de HbF), e 27% toma HU de maneira irregular seja porque nao tem condi¢cbes
econbmicas de comprar a medicacao e/ou por falta da medicagdo no posto de
saude.

Sabemos que ao nascer temos cerca de 60% de HbF e ao passar do tempo
esta é quase completamente susbtituida por outros tipos de Hb, encontrando-se
somente 1% da HbF em adultos normais. Um dos moduladores clinicos mais
estudados na AF é a HbF. Nos pacientes com AF que tem uma concentracio alta
de HbF ha menor formacado de polimeros de HbS, e consequentemente uma
reducdo da falcemizacdo das hemacias, redu¢cao da VO e uma maior expectativa
de vida "%, Também foi visto que niveis elevados de HbF estdo associados &
clinica menos grave da doenga 2*°".

De nosso levantamento do registro hospitalar de todos os 99 pacientes
observamos que 44 pacientes apresentavam niveis de HbF superiores a 2% antes
do tratamento com HU, 8 apresentavam niveis de HbF inferiores a 2%, e havia
auséncia desta informagao para 47 pacientes. No seguimento destes 99 pacientes
(até novembro de 2008) os niveis atuais de HbF apds tratamento com HU foi: 58
pacientes tiveram niveis acima de 2%, 2 pacientes tiveram niveis abaixo de 2%, e
havia auséncia desta informacdo para 38 pacientes. E interessante salientar que

um paciente que nao recebeu HU apresentou niveis de HbF superiores a 5%.
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Dentre os 58 individuos que tomam HU e que possuiam niveis de HbF superiores
a 2%, observamos que 15 pacientes apresentaram niveis de HbF superiores a
15%, 30 pacientes apresentaram niveis de HbF superiores a 5% e inferiores a
15%, e 13 pacientes apresentaram niveis de HbF superiores a 2% e inferiores a
5%. Correlacionando os dados dos pacientes que tomam HU e tem HbF alta com
os achados clinicos dos mesmos, nao houve qualquer associagao. Inati e cols.
(2003) ** agruparam pacientes libaneses de acordo com a porcentagem da HbF:
maior de 5%, entre 5 e 15%, e maior de 15%; e observaram que os pacientes com
HbF alta, maior de 15%, tem maior severidade nas manifestacbes clinicas. No
entanto, cabe notar que os autores mencionados relataram que niveis de HbF sao
importantes, mas nao é somente este parametro que afeta a severidade clinica da
doenca falciforme. Em nosso estudo encontramos que 59% dos pacientes tem
niveis elevados de HbF e tomam HU, e 4% tem niveis elevados de HbF e nédo
tomam HU. Esta populagdo de 63 pacientes relata crises algicas (88%) e
apresenta afecgdes do sistema respiratorio e gastrico (41% e 57%
respetivamente); sugerindo que os niveis de HbF ndo sdo preditores de efeito
protetor em nossos pacientes.

A introducéo de antibioticoterapia nos pacientes de AF na década de 1980
diminuiu a incidéncia de infec¢cbes bacterianas nestes pacientes, sendo benéfica
em criangas a partir dos 4 meses de idade. Desde entdo o uso da penicilina oral,
por exemplo, é associado a diminuicdo de infeccbes e a morbilidade e mortalidade
na AF como foi visto por Quinn e cols. (2004) 8.

Fazendo um levantamenento clinico dos 7 pacientes pediatricos: 72%

tiveram crises algicas, 57% comprometimento 6sseo (43% osteonecrose e 14%
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osteomelite), 43% fizeram colicistectomia e 29% tiveram BCP e IVAS. Estes dados
concordam com os obtidos por Redding-Lallinger & Knoll em 2006 ®® e Steinberg
em 2007 "*°. Steinberg em (2008) *? enfatizam que o risco de infeccdes em uma
crianga menor de 5 anos com AF é 30 vezes maior que em criangas da populagao
geral. Como descrito por Lyra e cols. (2005) *° , a causa mais comum de
hospitalizagdo nos pacientes pediatricos com AF é a vaso-oclus&o, seguida das
infecgdes.

Sabendo que nossa amostra pediatrica € pequena, o que mais chama a
atengao € ter apenas 1 paciente com AVC, ja que pelo descrito na literatura, a

8991 Entre os

maior incidéncia de AVC se encontra na faixa etaria entre 1 e 9 anos
pacientes adolescentes nao foi observado AVC e entre os adultos 8 tiveram AVC.
Acreditamos que a baixa incidéncia observada de AVC é resultado de um bom
tratamento médico seguindo as recomendagdes indicadas pela prevencao, seja
devido a transfusdes, como através de agentes antitrombdticos e HU como
recomendado por Steinberg e cols. % .

Sabemos que a VO é um dos principais sintomas clinicos da AF, sendo
este fendbmeno causa de obstrucdo dos vasos sanguineos associado a formagao
de polimeros da HbS, danos a membrana da hemacia e tempo de falcizagao. Esta
obstrucdo ocorre apos interagdo entre as hemacias, os leucdcitos, plaquetas,
moléculas de adesao e endotélio vascular, ocorrendo principalmente nas veias
pos-capilares. Este fendbmeno ¢é amplificado por citocinas pro-inflamatérias

secretadas pelos mondcitos, células endoteliais, leucocitos e outras células %% 0

fendbmeno VO ou eventos subclinicos de VO podem desencadear inflamagao
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como descrito no estudo de Chies & Nardi '

' porém ndo se sabe a sequéncia
destes eventos. Sendo assim, a AF tem uma condi¢céo inflamatéria crénica e a
imunidade individual pode estar diretamente relacionada a ocorréncia de
infecgdes.

Como sabemos, os reticuldcitos expressam em sua membrana o complexo
de integrinas VLA-4 que se liga a VCAM-1 nas células endotelias através do
estimulo de citocinas que promovem adesdo endotelial °. Esta adesdo pode
provocar hemolise na AF, que ocorre durante o primeiro estagio da crise algica,
com o aumento do nimero de células densas, seguido por reticulocitose °.
Lamentavelmente, de todo o levantamento clinico de nossos pacientes falcémicos
nao obtivemos os dados relativos a incidéncia de reticulocitose. Outras células
muito importantes na clinica da AF sio os leucdcitos, muitos estudos evidenciam a
associacdo da leucocitose como fator de risco para a ocorréncia de AVC ' e
sindrome toraxica aguda %°. O AVC ocorreria apés a participacdo dos leucdcitos

9 e s3o os

na VO promovendo o aumento da adesdao ao endotélio vascular
leucocitos que estimulam a liberagao de proteinas citotoxicas e substancias vaso-
ativas, citocinas e quimiocinas as quais promovem a atragao de mais leucocitos.
De nossos pacientes com AF manifestando crises VOs e infecgbes 42%

apresentaram leucocitose, desta maneira se confirma a importancia dos leucécitos

na gravidade da AF.
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ANEXO |

DADOS COMPLEMENTARES

LOCAL DE REALIZACAO

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cultura de Células
Hematopoiéticas e Analise Molecular, no Laboratorio de Terapia Génica, ambos
pertencentes ao Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), no Laboratério de Imunogenética do Departamento de Genética da
Universidade Federal de Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Laboratdrio de Biologia
Gendmica e Molecular, Departamento de Biodiversidade e Ecologia, Faculdade de

Biociéncias — PUCRS.

POPULACAO

Foram coletadas amostras de sangue periférico de individuos com Anemia
Falciforme que estdo sob tratamento no ambulatério de Hemoglobinopatias do
Servico de Hematologia e Transplante de Medula Ossea do HCPA.

Para a genotipagem dos polimorfismos do promotor de IL-10, o presente
estudo contou com uma amostra de 100 individuos que receberam atendimento
no HCPA e 314 individuos de banco de DNA ja estabelecido no Laboratério de
Imunogenética. No caso das anadlises referentes ao nivel de expressao de IL-10

foram coletadas novas amostras de sangue periférico de 39 pacientes adultos,
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com diagnéstico clinico confirmado para Anemia Falciforme, do ambulatério de
Hemoglobinopatias do HCPA e amostras de 22 individuos adultos normais de
doadores do Banco de Sangue do HCPA, controlados por idade, sexo e raga. Das
amostras controle se efetuou eletroforese de hemoglobina para comprovar que os

individuos nao possuiam traco falcémico.

LEVANTAMENTO DE DADOS CLINICOS DOS PACIENTES

Utilizou-se um formulario (Anexo IlI) aplicado aos pacientes que se
disponibilizaram a participar do presente estudo, para a obtencdo dos dados
clinicos dos pacientes. Simultaneamente, foram acessados os prontuarios dos
pacientes para que dados especificos pudessem ser obtidos para preencher

melhor a tabela a ser usada.

COLETA DE SANGUE

A coleta de sangue periférico dos pacientes que concordaram em participar
do estudo foi realizada no Ambulatério de Hemoglobinopatias do HCPA, de acordo
com o Termo de Consentimento Informado (Anexo Ill). Para tanto, foram coletados
5ml de sangue periférico do individuo, imediatamente acondicionados em tubo
Vacutainer com EDTA (BD Biosciences) e conservados a 4° C até sua

manipulagéao.

ANALISE DOS POLIMORFISMOS DO PROMOTOR DE IL-10
Foram estudados os polimorfismos nas seguintes posi¢gdes da sequéncia

promotora do gene de IL-10: posi¢ao -1082 que constitui de uma substituicdo de G
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por A, posicdo -819 uma substituicdo do C por T e posicdo -592 que é uma

substituicdo C por A.

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de células obtidas de sangue
periférico. As extracdes de DNA foram feitas de acordo com a técnica descrita por
Lahiri e Nurnberger (1991) 2%, estabelecendo-se um banco de DNA de pacientes

com Anemia Falciforme.

Procedimentos de genotipagem

Foram amplificadas 95 amostras de individuos falcémicos e 314 amostras

controles, utilizando os oligonucleotideos especificos IL-10:
Direto: 5 ATCCAAGACAACACTACTAA 3
Reverso: 5 TAAATATCCTCAAAGTTCC 3’

As condigdes de amplificacdo foram 10 p moles de cada primer, 3 mM de
MgCl,, 1 U Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1x Tampdo Taq DNA polimerase
(Invitrogen) e 200ng de DNA em um volume final de 50ul. Para amplificagéo, as
amostras foram submetidas a desnaturacao inicial de 1 minuto 94°C, seguida por
30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C e 1 minuto a 72°C e uma
extensdo final de 3 minutos a 72°C. A amplificacdo foi confirmada pela
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo. Logo se fez
a purificagcdo das amostras utilizando as enzimas Exonuclease (Exo | - GE

Healthcare) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP - GE Healthcare). Para a reagao
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de purificagdo foram utilizados 3,3U de Exo I, 0,66U de SAP e 6uL do produto do
PCR da IL-10 em um volume final de 10 pl, sendo mantida por 3 horas a 37°C.

Ja com as amostras purificadas se fez a quantificacdo das amostras no
espectrofotometro (NanoDrop 1000 Thermo Scientific), e preparou-se a reagao
para o sequenciamento da seguinte maneira: produto de PCR no maximo 100ng +
0,25 uM do primer reverso em um volume final de 6uL. O sequenciamento foi
realizado utilizando-se o sequenciador MegaBACE e para a analise das

seqliéncias foi usado o programa Chroma 2% .

Resultados
Até o momento todas as amostras foram amplificadas e purificadas. Destas,

15 amostras ja foram sequenciadas e analisadas.

ANALISE DA EXPRESSAO DE IL-10

Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido das células mononucleares do sangue periférico,
utiizando o reagente TRIZOL (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA),
conforme o protocolo do fabricante.
Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por Liang

e cols. (1993) ?* utilizando-se 2 pug de RNA total, a enzima transcritptase reversa
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do virus murino Moloney (MMLV-RT, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA)

e o oligo-dT:

S"TTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 3°

PCR quantitativo
As analises de RT-PCR em Tempo Real das 39 amostras de pacientes
falcémicos e das 21 amostras de individuos controles, foram realizadas em
triplicatas. Foram utilizados oligonucleotideos especificos para IL-10, o gene alvo:
Direto: 5TCCCTGTGAAAACAAGAGCAA 3
Reverso: 5TCGCCACCCTGATGTCTC 3
e para GAPDH, o gene normalizador:
Direto: 5 CCACTTGATTTTGGAGGGATCT 3’
Reverso: 5 AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG 3
A reacdo foi feita utilizando-se o Kit Platihnum® SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen) e 5 pm de cada primer e 2 ul de cDNA sintetizado.
Para amplificagdo as amostras foram submetidas a desnaturacao inicial de 10
minuto 95°C, seguida por 45 ciclos de 10 segundos a 94°C, 15 segundos a 60°C e
35 segundos a 72°C. Para obter a curva de dissociacdo, as amostras foram
aquecidas a 95°C e resfriadas por 1 minuto e 55° para anelamento,
posteriormente foram aquecidas de 55°C a 95°C com um aumento de 0,5°C a
cada 30 segundos. A andlise foi realizada com o auxilio do iQ™5 Optical System

Software (Bio Rad).
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Resultados

Até o momento todas as triplicatas das amostras dos pacientes e controles
ja foram analisadas. Os resultados indicam que n&o houve diferenga significativa
quando comparamos pacientes e controles, pacientes que tinham queixas
relevantes e sem queixas no dia da coleta, pacientes com diferentes tipos de
tratamento e pacientes que recebem HU ou néo.

Com tudo isto, ainda falta amadurecer melhor nossos resultados. Em um
primeiro momento se pensaria em aumentar o numero amostral incluindo
pacientes que no dia da coleta apresentem alguma manifestagdo clinica mais

relevante.
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ANEXO Il

PROTOCOLO DE ANEMIA FALCIFORME

IDENTIFICACAO:

1.Nome do paciente:

2.Registro: Data inicial:

3.Endereco:

4 Fone:

DADOS DEMOGRAFICOS:

5.Sexo: ( M ( )F

6.ldade: anos e meses. Data de nascimento:_ /  /
7.Raca: ( )negra ( )branca ( )mulato ( )asiatico

8.Estado civil: ( )casado ( )solteiro ( )viuvo ( )divorciado/separado

9.Classe soécio-econdmica:

HISTORIA FAMILIAR:

10.NUumero de anémicos na familia:
11.Grau de parentesco: ( )pais ( )irmdos ( )avos ( )filhos ( )tios
( )primos ( )sobrinhos
12.Idade do diagnéstico: anos e meses
13.Motivo do diagnéstico:
( )dactilite ( )anemia ( )artralgia ( )dor abdominal ( )AVC
( )cefaléia ( )dor toracica ( )ulcera Msls ( )IVAS ( )NTGU
(TG ( )ISNC ( )osteomielite ( )pesquisa familiar
( )convulsao ( )ictericia ( )esplenomegalia
( )outros:

HISTORIA GINECO-OBSTETRICA:

14.ldade da menarca: anos
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15.Numero de gestagdes:
16.Numero de abortos:
17 .Natimortos:

18.Filhos vivos:

19.Filhos mortos:

HISTORIA MORBIDA PROGRESSIVA:

20.Total de crises algicas (abdémen, térax ou dssea):
21.Total de infecgdes:

22.Total de transfusdes:

23.Total de internacdes:

24 Ulcera em Msls: ( )sim ( )ndo
25.0steomielite:  ( )sim ( )ndo
26.Pneumonia: ( )sim ( )ndo
27.AVC: ( )sim ( )ndo
28.TVP: ( )sim ( )ndo
29.Dor cronica: ( )sim ( )ndo
30.Colelitiase: ( )sim ( )ndo
31.Evolugao da colelitiase: ( )assintomatica ( )infeccdo ( )cirurgia
( )litiase biliar
32.Retinopatia: ( )sim ( )ndo
33.Hipostenuria:  ( )sim ( )ndo
34.Sequestro esplénico:  ( )sim ( )n&o
35.Priapismo: ( )sim ( )ndo
36.Necrose asséptica: ( )sim ( )n&o
37.Trombocitose: ( )sim ( )ndo
38.Leucocitose: ( )sim ( )ndo

EXAMES COMPLEMENTARES:

a. Ecografia abdominal

39.Hepatomegalia: ( )sim ( )ndo
40.Esplenomegalia: ( )sim ( )ndo
41.Bacgo atrofico:  ( )sim ( )ndo
42.Esplenectomia: ( )sim ( )néo
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Ecocardiografia

43.( )normal ( )valvulopatia ( )insuficiéncia cardiaca
( )cardiomegalia ( )cardiopatia isquémica
44 Fragao de ejegao: %

b. Eletrocardiograma

45.

c. Exames laboratoriais séricos

46.Ferritina:

47.Saturacao de transferrina: %

48.Vitamina B12:

49.Folato:

50.Glicemia: mg/d|

51.Deficiéncia de G6PD: ( )sim ( )n&o

d. Exames laboratoriais hematoldgicos

52.Hematocrito:

53.Hemoglobina:

54.VCM:

55.CHCM:

56.RDW:

57 .Reticulécitos:

58.Plaquetas:

59.Leucdcitos:

60.Eletroforese de hemoglobinas: HbA, HbA HbS

HbC

Hb Fetal

Data de inicio da Hidroxiuréia (HU): / /
61.HbF no inicio do tratamento com HU:

62.Ht no inicio do tratamento com HU:

63.Hb no inicio do tratamento com HU:

64.Dose inicial: mg
65.Ultima datade usoda HU:  / /
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66.HbF na ultima data de uso:
67.Ht na ultima data de uso:
68.Hb na ultima data de uso:
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: Avaliagdo imunogenética de pacientes com anemia
falciforme, contemplado pelo edital MCT/ CNPq/ MS-SCTIE-DECIT 26/2006, &
um agregado dos projetos relacionados abaixo:

01282: Avaliagéo da atividade funcional das células “Natural Killer” em individuos
normais € em individuos com anemia falciforme.

01250: Anemia falciforme — determinagao da capacidade imunoldgica de
individuos afetados ou com tracgo falcémico.

02438: Estudo da identificacdo de haplétipos e a relagdo cm as manifestagdes
clinicas em pacientes com anemia falciforme.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A anemia falciforme é determinada por uma alteragao genética que provoca
a deformagdo das células sanguineas dos pacientes. O quadro clinico
apresentado por estas pessoas € influenciado por fatores do ambiente no qual o
individuo se encontra e também por fatores genéticos.

Este estudo esta sendo realizado para tentar identificar fatores genéticos

que interferem com o desenvolvimento da anemia falciforme.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. Desta amostra, sera extraido DNA,
0 qual sera utilizado para a analise de polimorfismos de genes que possam estar
associados ao quadro clinico observado nesta doenca; analise da expressao da
proteina IL-10 e atividade de células NK. O uso do sangue para quaisquer outras

finalidades é vetado.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
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« Como o presente trabalho visa identificar mecanismos genéticos envolvidos na
anemia falciforme, podera identificar novos alvos para a utilizagcdo de
medicamentos para o tratamento desta doenca;

« Os participantes deste trabalho estardo auxiliando para o avango do
conhecimento sobre a anemia falciforme, e mais especificamente contribuindo
para o desenvolvimento futuro de tratamentos mais especificos e menos

agressivos.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
Comparecer ao hospital;
Realizar uma coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e/ou um

hematoma.

HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?
Este estudo foi planejado para encerrar em 2008. No entanto, é possivel
que outros fatores relacionados ao quadro clinico da anemia falciforme possam vir

a ser analisados mais adiante.

DADOS RELATIVOS A PROTE(;AO DO PACIENTE:

B. Os dados coletados neste estudo s&o confidenciais, e n&o ser&o
revelados dados que permitam identificar os pacientes em hipotese
alguma.

C. A adesao ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente é livre para
decidir n&o participar.

D. A decisao de nao participar nao interferira no acompanhamento normal
dos pacientes no Ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

E. O paciente ¢ livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem

necessidade de fornecer justificativa.
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COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Tendo compreendido as informagdes do presente termo de consentimento
e concordado com elas, assinala com um X apenas 1 das opc¢des abaixo:

() Autorizo o uso do material coletado para esta pesquisa.

() Autorizo uso e estoque do material coletado para esta pesquisa e para
a analise de outros fatores que possam vir a ser considerados relevantes dentro

desta linha de pesquisa, desde que pelo mesmo grupo de pesquisa.

Nome do paciente:

Nome do responsavel legal:

Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 200 __.

Pesquisador Responsavel no Hospital de Clinicas de Porto Alegre: Dra. Lucia Silla
Pesquisadores Responsaveis no Departamento de Genética da UFRGS: Prof.
José Artur Bogo Chies

Telefone para contato: (51) 3308-6740 (Prof. José Artur Bogo Chies)
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PERSPECTIVAS

e Aumentar o banco de DNA dos pacientes falcémicos,

e Concluir o sequenciamento das amostras falcémicas e controles para
poder fazer as analises estatisticas,

e Em relacdo ao PCR quantitativo: coletar amostras de pacientes que
estejam fazendo alguma “crise”, para assim poder comparar com pacientes

clinicamente estaveis; aumentar o numero amostral de pacientes
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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