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RESUMO

INTRODUCAO: Embora todos os individuos com anemia falciforme (AF) apresentem 0 mesmo
defeito molecular nos genes da beta-globina, existe uma consideravel variabilidade fenotipica entre
eles. A sintese continuada da hemoglobina fetal (HbF) é o mais potente modificador da
morbimortalidade da AF. A HbF diminui a polimerizagdo da desoxi-HbS, reduzindo a intensidade
da anemia hemolitica cronica e dos fenbmenos vaso-oclusivos, consequentemente, as complicagdes
sisttmicas da AF. H& uma grande variacdo na taxa de sintese de HbF (1% a 30%) em individuos
com AF. Varios estudos demonstraram que o tratamento com hidroxiureia (HU) diminui a
morbimortalidade desta hemoglobinopatia, principalmente, por estimular a sintese de HbF. Na dose
maxima tolerada (DMT), a HU geralmente aumenta os niveis de HbF entre 10% e 40%.
Contudo, h& uma grande variabilidade de resposta, a DMT é muito variével, cerca de 25% dos
portadores de AF ndo respondem e ndo ha preditores de resposta definidos a HU. Estudos
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) demonstraram a influéncia de modificadores
epigenéticos na regulacéo da expressao da HbF. Estes elementos séo, principalmente, 0 oncogene
BCL11A, a regido intergénica HMIP e o polimorfismo Xmnl-HBG2. Estes 3 quantitative trait
loci (QTLs) detém 20% a 50% do controle da expressao dos genes HBG (genes envolvidos na
sintese da HbF). OBJETIVOS: Avaliar o comportamento epidemioldgicoe a associagdo dos SNPs
Xmnl- HBG2; BCL11A rs7482144, rs4671393 e rs11886868; HMIP-2 rs9399137 e
rs9402686 com a expressao da HbF e com o comportamento dos parametros hematimétricos em
portadores de AF tratados com HU. PACIENTES E METODOS: Neste estudo pioneiro de
coorte prospectivo foram incluidos sequencialmente individuos com AF, em uso regular de HU
por pelo menos 6 meses, que nao receberam transfusdo sanguinea 3 meses antes de ingressar no
estudo e que ndo faziam uso de drogas que estimulassem a sintese de HbF. Foram coletados
4 ml de sangue venoso periférico para extracdo do DNA genémico. A genotipagem dos polimorfismos
foi realizada por meio da reacdo da cadeia de polimerase em tempo real. RESULTADOS: Foram
avaliados 121 pacientes, entre 1 ano e 9 meses-54 anos (19 + 14) anos idade, que estavam
recebendo doses regulares de HU entre 8,6-42,8 (23 + 7,6) mg/kg/dia, durante 6- 254 (102t 67)
meses. N@o encontramos correlacdo entre a contagem de leucécitos, de neutréfilos e de reticuldcitos;
hemoglobina total; volume corpuscular médio e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
com os valores basais da HbF. A HbF basal (r=0,40; P < 0,001), a hemoglobina total basal
(r=0,26; P = 0,005) e o tempo de exposi¢do (r =

-0,30; P = 0,001) foram associadas significativamente com maiores taxas de HbF ao final do estudo.
N&o houve correlacdo dos polimorfismos com 0s parametros hematimétricos, com o tempo de
exposicdo e com a DMT de HU. Os SNPs HMIP-2 rs9399137 e rs9402686 foram responséaveis
por 5,7% e 8,4% do total de variacdo da HbF basal (P= 0,01 e P=0,002). N&o houve correlacéo,
porém, entre os demais polimorfismos com a variacdo dos niveis basais de HbF. Os SNPs BCL11A
rs1427407, rs4671393 e rs11886868 foram responsaveis, respectivamente, por uma variacdo de
7,6%, 4,5% e 4,3% nos niveis de HbF final (P=0,017; P=0,025 e P=0,029). Ainda, houve uma
associacdo do rs1427407 (B = 0,29; P = 0,035) e do rs4671393 (B = 0,28; P = 0,036) em relacdo
aos valores do delta HoF (variacdo da HbF final menos a HbF inicial). CONCLUSAQ: Estes dados
sugerem que o0s individuos com AF com SNP BCL11A rs1427407 respondem mais
favoravelmente ao tratamento com HU, no incremento dos niveisde HbF. S&o0 necessarios estudos
com populacbes maiores para validarmos estes achados.

Palavras-chave: Anemia Falciforme, Hemoglobina Fetal, Polimorfismo de Nucleotideo Unico,
Hidroxiureia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Although all individuals with sickle cell anemia (SCA) have the same molecular
defect in the beta-globin genes, considerable phenotypic variability exists between them. Continued
synthesis of fetal hemoglobin (HbF) is the most powerful SCA morbimortality modifier. HbF
decreases the polymerization of deoxy-Hb, reducing the intensity of chronic hemolytic anemia
and vaso-occlusive phenomena, and consequently systemic complications of SCA. There is a
large variation in the HbF synthesis rate (1 to 30%) in patients with SCA. Several studies show
that treatment with hydroxyurea (HU) decreases the morbimortality of this hemoglobinopathy,
mainly by stimulating HbF synthesis. At the maximumtolerated dose (MTD), HU generally increases
HDbF levels from 10 to 40%. However, there is great variability in response as the MTD is highly
variable, about 25% of SCA patients do not respond and there are no response predictors set
for HU. Single nucleotide polymorphism studies (SNPs) demonstrate the influence of epigenetic
modifiers in the regulation of HbF expression. These elements are, mainly, the BCL11A oncogene,
the HMIP intergenic region and the Xmn1-HBG2 polymorphism. These 3 quantitative trait loci
(QTLs) hold 20 to 50% of HBG gene expression control (genes involved in HbF synthesis).
OBJECTIVE: To study the epidemiological behaviors and the association of SNPs Xmnl- HBG2;
BCL11A rs7482144, rs4671393 and rs11886868; HMIP-2 rs9399137 and  rs9402686

with HbF expression and with the behavior of hematimetric parameters in SCA patients treated
withHU. PATIENTS AND METHODS: In this pioneering prospective cohort study, we included
SCA patients, in regular treatment with HU at least for 6 months, who had not received blood
transfusions in the 3 months prior to entering in the study and who didn‘t use drugs that stimulate
HbF synthesis. We collected 4 ml of venous blood to proceed with the genomic DNA extraction.
The polymorphism genotyping was done by real-time polymerase chain reaction. RESULTS: We
evaluated 121 individuals with SCA aged between 1 year 9 months and 54 years (19 + 14) who
were receiving HU doses between 8.6 and 42.8 (23 £ 7.6) mg/kg/day for 6 to 254 (102 £ 67) months.
No correlation was found between total leukocyte, neutrophils and reticulocytes counts; total
hemoglobin; mean corpuscular volume and the concentration of mean corpuscular hemoglobin with
baseline values of HbF. Basal HbF (r =0.40; P <0.001), total baseline hemoglobin (r = 0.26; P
= 0.005) and exposure time to HU (r =

-0.30; P = 0.001) were significantly associated with higher HbF rates at the end of the study. There
was no correlation of polymorphisms with the hematological parameters, exposure time and the
MTD of HU. The SNPs HMIP-2, rs9399137 and rs9402686 accounted for 5.7% and 8.4% of the
total variation of baseline HbF (P = 0.01 and P = 0.002). There was no correlation, however,
between the other polymorphisms and variation in baseline HbF levels. The SNPs BCL11,
rs1427407, rs4671393 and rs11886868 were responsible, respectively, for a variation of 7.6%,
4.5% and 4.3% in the final HbF levels (P = 0.017, P = 0.025 and P = 0.029). Still, there was an
association of rs1427407 (B = 0.29; P =0.035) and rs4671393 (B = 0.28; P = 0.036) inrelation to
delta HbF values (final minus initial HbF variation). CONCLUSIONS: These data suggest that
individuals with SCA who have SNP rs1427407 BCL11A respond more favorably to HU treatment,
with increased HbF levels. Studies with larger populations are necessary to validate these
findings.

Keywords: Sickle Cell Anemia, Fetal Hemoglobin, Single Nucleotide Polymorphism, Hydroxyurea
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1. INTRODUCAO

A anemiaé uma das maiores causas de morbidade e mortalidade da populacdo humana,
tanto em paises desenvolvidos, subdesenvolvidos e em desenvolvimento, com importantes
consequéncias deletérias no progresso socioecondémico das nacgdes (1,2).

A anemiatem uma fisiopatogenia complexa e é conceituada pela reducdo do nimero de
eritrocitos ou pela reducdo da taxa hemoglobinica. As principais causas que determinam a anemia
podem ser devido a destruicdo prematura dos eritrdcitos, a perdas sanguineas ou a deficiéncia na
producdo dos eritrdcitos. As desordens hemoglobinicas que levam a deformidade dos eritrdcitos
causam anemia por meio da sua destruicdo precoce: anemia hemolitica (3).

Estima-se que aproximadamente 7% da populagdo mundial seja portadora de alguma
desordem genética da hemoglobina (Hb) e que nascam anualmente 300.000 a 400.000 individuos
com desordens hemoglobinicas graves. Este grupo de enfermidades, portanto, constitui uma das
principais e mais frequentes doencas genéticas que acometem a popula¢do humana (4).

Embora essas condi¢Ges ocorram com maior frequéncia em regiGes tropicais, a migracdo
das populagdes fez com que elas sejam encontradas nas mais diversas regides do planeta. Algumas
dessas desordens hemoglobinicas hereditarias, se nao tratadas precocemente e de maneira eficaz,
resultam em grande morbidade e mortalidade (4).

A anemia falciforme (AF), primeira doenca monogénica humana caracterizada em nivel
molecular, é causada pela heranca da hemoglobina mutante S (a letra S faz alusdo a palavra
inglesa sickle, que significa foice), no estado homozigético, que é o resultado da substituicdo da
adenina pela timina no sexto cédon do gene da B-globina, codificando a valina na posi¢éo do
acido glutdmico. Tal modificagdo provoca grandes alteracGes na solubilidade e estabilidade da

molécula hemoglobinica, levando-a a sua polimerizacdo quando desoxigenada
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e a distorcdo da forma do eritrocito (fendmeno da eritrofalciformagéo). A eritrofalciformacéo leva
a dois fendbmenos matriciais: a anemia hemolitica cronica e a vaso-oclusdo, com consequente
dano tecidual sistémico por hipdxia, isquemia e necrose (5,6).

Estudos indicam que a mutacédo de ponto simples que deu origem a AF ocorreu no oeste
da Africa, na Peninsula Arabica e na India ha cerca de 50-100 mil anos, sendo trazida no periodo da
escraviddo para as Americas (7).

No Brasil, o percentual estimado de afrodescendentes portadores da forma heterozigdtica

de HbS ¢ de cerca de 5% a 10% da populacdo (8,9).

No Rio Grande do Sul, Wagner e colaboradores (10) encontraram uma frequéncia da
heterozigose para HbS de 1,19% entre recém-nascidos identificados pelo Programa Nacional de
Triagem Neonatal; em Caxias do Sul foi descritaa frequéncia de 0,09% para os heterozigotos AS
entre doadores de sangue de descendéncia italiana (11). Em Porto Alegre, Daudt e colaboradores
(12) encontraram uma frequéncia do gene da HbS de 1,2% entre recém-nascidos triados no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre.

A AF tem sido associada com alta morbidade e mortalidade devido a crises de infarto 6sseo,
sepse bacteriana, acidente vascular cerebral, crise de sequestro esplénico e sindrome toracica aguda,
além de outros efeitos deletérios sistémicos, constituindo um grave e desconhecido problema de
saude publica no Brasil (13).

Sabe-se que na AF ocorre uma ampla variabilidade na gravidade do quadro clinico, que
pode ser modulada por alguns fatores ambientais, socioecondmicos e genéticos, como o nivel de
hemoglobina fetal (HbF), a coeranga com outras hemoglobinas anormais e a presenca de
determinadas variantes haplotipicas. Portanto, embora todos os pacientes com AF apresentem o
mesmo defeito molecular nos genes da beta-globina, existe consideravel variabilidade fenotipica

entre eles, havendo casos de extrema gravidade, com morte precoce
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na infancia e casos com poucas complicacoes e perspectiva de vida préxima a da populagdo
normal (14).

O HbF é considerado o mais potente modificador da doenca e tem sido 0 modulador genético
mais amplamente estudado na AF. Excluida do polimero da HbS, ela age diminuindo a
polimerizacdo da desoxi-HbS (15).

Os recem-nascidos com AF possuem niveis elevados de HbF e, principalmente por essa
razdo, geralmente ndo apresentam manifestacdes clinicas graves da doenca. De fato, apenas
quando os niveis de HbF declinam significativamente aparecem 0s primeiros sinais e sintomas mais
graves da AF, frequentemente, ap6s 0 sexto més de vida. A transicdo da HbF para HbS, em
criangas com hemoglobinopatia SS, ocorre de maneira mais gradual do que a transi¢do da HbF para
HbA em criancas que ndo sdo portadoras de variantes hemoglobinicas. A HbF na AF somente
estabiliza sua taxa de sintese entre os 3 a 4 anos de idade, permanecendo constante para o resto
da vida apés esta faixa etdria, caso o individuo ndo utilize medicacBes que interfiram na
dindmica de sintese das y-globinas (16).

Individuos adultos normais sintetizam, geralmente, menos de 1% de HbF no sangue periférico,
que esta distribuida de forma heterogénea em uma subpopulacéo de eritrocitos denominada — celsl.
Ha& uma evidente variacdo na concentracdo de HbF, ndo somente em populagfes normais mas
também em individuos com AF e p-talassemia. Embora a maioria dos adultos tenham taxas de
HbF menores de 0,6% do total de Hbs, 10%-15% dos individuos sintetizam valores de 0,8% a 5%
Na AF h& uma variacdo entre os diferentes individuos que pode oscilar entre 1% a 30% (17).

Individuos com AF com niveis mais elevados de HbF tém menor morbidade e a mortalidade
(18).

O Unico procedimento curativo consolidado de que dispomos até o momento para a AF

é o transplante alogeneico de medula dssea (19). Porém, a diversidade clinica da doenca e
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a possibilidade de instituir medidas distintas de tratamento a estes pacientes tém levado a busca
de fatores preditivos de gravidade e de possiveis modificadores da evolugdo clinica da doenca (20).

O rastreamento neonatal da AF, a instituicdo precoce de medidas preventivas (antibi6tico-
profilaxiae vacinacdo especifica), 0 aconselhamento familiar e as medidas educativas direcionadas
para profissionais de saude, familiares e pacientes reduziram a mortalidade precoce e a morbidade
da AF. Embora haja todos esses avangos no manejo desses individuos, ainda ha uma expressiva

morbidade e mortalidade global associadas & doenca (13).

J& que inimeros estudos, tanto em humanos quanto em modelos animais de AF, demonstraram
umarelacdo inversa entre a morbidade e mortalidade da AF e niveis elevados de HbF, tanto
em criangas quanto em adultos, tratamentos direcionados a reativacdo da sintese de HbF apos o
nascimento em individuos portadores de desordens hemoglobinicas, especialmente nagueles com
AF e B-talassemias, sdo tema de inimeras pesquisas basicas e clinicas ha varias décadas e levaram
a descoberta de diversos agentes farmacoldgicos capazes de incrementar a taxa de sintese da
HbF (18,21-24).

A HU é um dos principais agentes farmacoldgicos utilizados no manejo dos individuos com
AF. Um dos seus fundamentais mecanismos de acdo € o de estimulara sintese de hemoglobina fetal
(HbF). Estudos demonstraram que o tratamento com HU diminui a morbimortalidade da doenga em
adultos e criangcas com AF (25-30).

Na DMT, a HU geralmente aumenta os niveis de HbF entre 10 a 40%. Contudo, hauma
grande variabilidade de resposta, a DMT é muito varidvel, cerca de 25% dos portadores de AF
nao respondem e ndo ha preditores de resposta definidos a HU (31).

Embora a HU tenha sido associada com maior risco de desenvolvimento de leucemias agudas

em alguns pacientes com sindromes mieloproliferativas, o potencial mutagénico,
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carcinogénico e teratogénico da droga néo foi elucidado na AF. Alguns estudos demonstraram maior
genotoxicidade em individuos com AF expostos a HU, quando comparados a individuos
normais ndo expostos (32,33).

Os estudos de polimorfismos genéticos tém comprovado a influéncia de modificadores
epigenéticos na regulacéo da expressao dos genes HBG (genes envolvidos na sintese da HbF). Esses
elementos estdo situados, principalmente, nos cromossomos 2pl5, 6923 e 11pl5, em que se
localizam, respectivamente, o oncogene BCL11A, a regido intergénica c-MYB-HBS1L (HMIP) e o
polimorfismo Xmn1-HBG2. Esses 3 QTLs juntos detém de 20% a 50% do controle da expresséo
dos genes HBG, tanto em individuos normais quanto em portadores de AF e talassemias (17,34—
37).

Alguns estudos demonstraram que individuos com HbF basal mais elevada, contagem de
leucocitos e de reticuldcitos basais mais elevados e com haplotipo Republica Centro Africana
(CAR) apresentaram melhor resposta a HU quando se avaliou a taxa de incremento da HbF
(38,39). Porém, esses achados ndo foram reproduzidos em outros estudos. Portanto, ndo ha
preditores acurados de resposta a HU quanto a inducdo da HbF e seu uso permanece empirico sob
esse aspecto (40,41).

Nosso objetivo foi avaliar o impacto dos polimorfismos de nucleotideo Unico, previamente
descritos e fortemente correlacionados com a expressdo da HbF, do l6cus HBG2- Xmnl,;
rs7482144, rs4671393 e rs11886868 do oncogene BCL11A,; rs9399137 e rs9402686 da regido
intergénica HMIP-2, na expressdo dos niveis de HbF e nos pardmetros hematimétricos em
individuos com AF tratados com HU.

A elucidacéo de modificadores genéticos especificos, associados a inducdo da HbF, podera
explicar as razdes pela grande variabilidade fenotipica de expressdo da HbF e permitird uma
melhor compreensdo da variabilidade de resposta a HU dos portadores de AF em relagdo ao

incremento da taxa de HbF basal.
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Esses avancos, no melhor entendimento da expressdo da HbF, poderdo evitar a exposicao
desnecessaria do paciente a uma droga de potencial genotdxico e estabelecer novos alvos
terapéuticos, no futuro, por meio da terapia génica.

Este estudo originou um artigo, que constitui a presente tese cujo tituloé: DNA polymorphism
at the BCL11A (rs1427407) Locus is Associated with Better Response To Hydroxyurea in Sickle
Cell Anemia Patients from Southern Brazil.

A estrutura da apresentacdo da tese segue as normas do Programa de Pos-Graduagdo em
Medicina: Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul.



25

2. REVISAO DALITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR INFORMACOES

A revisdo da literatura médica foi direcionada para estabelecer as correlagfes entre a anemia
falciforme, o tratamento com hidroxiureia, os polimorfismos de nucleotideo Unico e a expressdo da
HbF. A estratégia de busca, realizada exclusivamente em meio eletrdnico, envolveu as seguintes
bases de dados: LILACS, SciELO e PubMed, no periodo de 1960 a 2015.

Foram realizadas buscas por meio dos termos —Sickle Cell Anemial, —Fetal Hemoglobinl,
—Single Nucleotide Polymorphisml e —Hydroxyureal. As combinagdes encontradas estdo

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Descricao esquemética dos resultados encontrados na busca da literatura
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2.2 A MOLECULA DE HEMOGLOBINA

A moléculade Hb é uma metaloproteina que possui estrutura globular e tetramérica, com
peso molecular de 64.500 daltons, sendo 0 maior constituinte proteico dos eritrocitos dos mamiferos
(42).

A molécula de Hb é formada por quatro subunidades. Cada subunidade é composta por uma
cadeia polipeptidica, denominada globina, e um grupo heme (Figura 2).

O grupo heme é formado pelo grupamento prostético protoporfirina IX ligado ao atomo
de ferro no estado ferroso (Fe+2), ao qual se liga 0 oxigénio (O2). Portanto, cada moléculade Hb
¢ capaz de combinar-se com quatro moléculas de 0O2. O grupamento heme possui sitios que
facilitam a ligacéo e/ou liberagdo do O2 para os tecidos. Dessa forma, a Hb é responsavel pela
absorcao, transporte e distribuicdo do O2 para os diversos tecidos do organismo e pelo transporte
de parte do didxido de carbono (CO2). Ainda, a Hb tem interacdo com outros dois gases, 0
monoxido de carbono (CO) e o &xido nitrico (NO), que desempenham fungdes bioldgicas
importantes (3,43-45).

As cadeias de globinas distintas se agrupam aos pares, sendo um dos pares de cadeias alfa
(alfa— o, e zeta— ) e 0 outro par de cadeias beta (beta- B, delta— &, gama—vy e épsilon- €). Os dois
tipos de cadeias sdo semelhantes tanto na sequéncia dos aminoacidos (aa) quanto na configuragao
tridimensional da proteina. A estrutura similar encontrada entre essas cadeias sugere que esses
genes se originaram, em algum ponto primitivo da evolucdo, a partir da duplicacdo de um gene

ancestral Unico (46).
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Figura 2: Representacdo daestrutura tetramérica da molécula de HbA (a2B2) humana. Cada cadeia de
globina esta associada a um grupo prostético heme ao qual se liga o &tomo de ferro. Adaptado de (47).

23.  ONTOGENESE DAS HEMOGLOBINAS HUMANAS

Cada cadeia de globina € composta por diferentes sequéncias de aa, e as cadeias a e 3
possuem 141aa e 146 aa, respectivamente. As combinac@es entre as diversas cadeias polipeptidicas
dardo origem as diferentes Hbs que caracterizam o periodo embrionario, fetal e adulto (42).

A sintese das cadeias globinicas € regulada por agrupamentos de genes nos Cromossomos
11 e 16. Os genes responsaveis pela sintese das globinas B estdo localizados em um segmento de
DNA de 60 kilobases (kb) no braco curto do cromossomo 11, ao passo que os genes das globinas
o estdo localizados em um segmento de DNA de 40 kb no brago curto do cromossomo 16. A
organizacdo dos genes nos cromossomos 11 e 16 segue a mesma ordem em que SA0 expressos nos

periodos embrionario, fetal e adulto (47).
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Um complexo mecanismo de supresséo e ativagdo génica, ndo totalmente elucidado, que
ocorre durante o desenvolvimento ontogénico humano, que determina as diferentes combinacoes
destas cadeias de globinas (Figura 3 (48,49)).

Na fase embriondria a hematopoese ocorre no saco vitelinico. Da fase embrionaria até
0 terceiro més de gestacdo, sdo encontradas principalmente as hemoglobinas Gower-1 (62¢2),
Portland (62y2) e Gower-2 (a2e2). Aindana fase intrauterina ocorre producdo maior das cadeias
a ey, que, a partir da quarta semana de gestacdo, se combinam para formar a HoF (a2y2). A HbF
¢ a Hb predominante no feto e no recém-nascido, sendo encontrada em pequenas concentracoes
(inferiores a 1%) a partir do 6° ao 12° més de vida em individuos normais (42).

A HbA, predominante entre as Hbs normais do adulto, é composta de duas cadeias o e duas
cadeias B (a2p2). Ela é sintetizada a partir da décima semana de gestacdo, mantendo-se em
concentragdes proximas a 10% até o nascimento e aumenta paulatinamente sua taxa de sintese até
atingir concentracdes aproximadas de 95% do total de Hbs em torno do sexto més de vida do
individuo (50).

A producao das cadeias 6 se iniciana 252 semana de gestacéo, conduzindo a sintese da HbA2

(0262), que permanece em concentracdes reduzidas de 2,5% a 3,5% na fase adulta (50).
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Figura 3: Representagdo esquematica da expressdo normal das cadeias de globinas e dos principais sitios de
hematopoese, conforme o estagio de desenvolvimento ontogénico humano, com os respectivos niveis de expressao
das cadeias de globina nos periodos embrionario, fetal e adulto. Adaptado de (48).

2.4, OS GENES DAS GLOBINAS HUMANAS

O genes responsaveis pela codificacdo das cadeias globinicas sdo compactos e de estrutura
similar entre eles, com cerca de 1kb a 2 kb de DNA, cada um deles tem 3 éxons e 2 introns (50).

Esses genes especificos estdo localizados em dois agrupamentos multigénicos, situados
nos bracos curtos dos cromossomos 11 (que codifica as globinas tipo B) e 16 (que codifica as
globinas do tipo a) (42). Estéo organizados ao longo dos cromossomos na mesma ordem em que se
expressam durante o desenvolvimento humano, ou seja, no sentido 5 — 3°, produzindo os diferentes
tetrdmeros de Hbs (51-53).

O grupo de genes da globina 3 (11p15.5) esta localizado em um segmento de DNA superior

a 60 kb e é composto pelo gene embriondrio ¢ (HBE1), dois genes de globina
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fetal,yG e yA (gama-glicina e gama-alanina-HBG), um pseudogene (yf3) e dois genes de globinas
adultas, 8 (HBD) e 3 (HBB), dispostos na ordem: 5° - ¢ - yG - yA -yB-0 -p - 3°(51).
O grupo de genes da globina . (16p13.3) esta localizado em um segmento de DNA de 35kb

e é formado pelo gene embrionario  (HBZ), os pseudogenes wC e waa, 05 genes da globina o

duplicados, a1 e a2 (HBAL e HBA2) e 0s genes 0 e o”, assim dispostos: 5° - 8- b - 4 - yol-
a2 - al - 6 — 3“. Os genes alfa estdo duplicados (HBAL e HBA2) no ser humano, em decorréncia
do evento de duplicacéo génica que ocorreu durante o processo evolutivo (43,51,54).

A expressdo proteica desses genes da origem as diferentes Hbs: Embrionarias (Gower
I - Coep, Gower Il - a,e, e Portland | - Cyy,), Fetal (ay,) e Adultas (Hb A — a3, € Hb A2 - 01232)

(42,53) e é regulada em ambos os agrupamentos de acordo com o estagio de desenvolvimento

humano e de maneira tecido-especifica (Figura 4) (55).
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Figura 4: Agrupamento dos genes de alfa-globina (braco curto do cromossomo 16) e de beta-globina
(brago curto docromossomo 11) e as respectivas moléculas de Hb a que dao origem. Todos os genes de
globina tém estrutura similar, compostos de 3 éxons e de 2 introns. Adaptado de (56).

2.5. TRANSICAO DA SINTESE DAS HEMOGLOBINAS EMBRIONARIA-FETAL-
ADULTA:

Os mecanismos subjacentes a ativagao e ao silenciamento progressivo dos genes de globina
embrionérios, fetais e adultos s@o apenas parcialmente conhecidos (42).

A HbF facilita a da troca de O transplacentaria. Com 0 nascimento, ocorre uma queda
abrupta na taxa de sintese de HbF (ot.y,) € ha um incremento na taxa de sintese da HbA (ca..f3.) (transicéo
da HbF por HbA). Esse processo é gradativo até que entre 0 sexto més e 0 primeiro ano de vida,
quando a sintese das cadeias y € amplamente substituida pela sintese das cadeias
B, o individuo normal adquire o seu padrdo hemoglobinico definitivo, ou seja, sintetizar 96%
a 98% de HbA, 2% a 3,5% de HbAz e 0,2% a 1% de HbF (57).

A sintese de HbF esté restrita a uma subpopulagao de eritrocitos denominados de — F cellsl,

e hauma correlacdo entre o nimero de F cells e a quantidade total de HbF (17).
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O exato mecanismo pelo qual fendmeno da transicdo hemoglobinica ocorre ainda ndo esta
totalmente compreendido em nivel molecular, sendo atribuido a metilacdo dos genes e a outras
condi¢es que podem influenciar a transcricdo génica (47,58).

A regulacéo dos genes HBB, HBG1 e HBG2 ¢ umdos modelos de expressdo génica mais
estudados atualmente e envolve elementos regulatorios cis, que compreendem promotores,
silenciadores, 0 Locus Control Region (LCR), e fatores de transcrigdo (elementos trans) ubiquos ou
eritroide especificos, que podem exercer tanto atividade estimuladora quanto repressora no
controle da expressdao génica (58-60).

A regido controladora do locus da B-globina ou LCR € o principal elemento regulatorio
da expresséo diferenciada desse grupo de genes. A LCR é constituida por 6 sitios hipersensiveis a
acao da DNase | (5'-HS1-HS5), dispostos ao longo de 6-22kb, na regido 5° do gene. Cada um
desses sitios contém diferentes combinactes de dominios conservados, onde ocorre a ligacéo de
proteinas que influenciam diretamente o processo da transcricdo génica (61).

As sequéncias conservadas TATA, CAAT, e CACCC box estdo presentes na regiao
promotora dos genes em geral e apresentam papel importante na regulagéo da expressao dos genes
da globina 3. As diferencas existentes entre as regides promotoras dos genes HBG e HBB tém
sido objeto de Vérios estudos, na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos na transi¢do
dos genes HBG pelo gene HBB (58-60).

Varios fatores transcricionais que estdo envolvidos na regulacdo da hematopoese e da
expressao do complexo dos genes da B-globina por interacdo com a LCR e as regifes promotoras
foram descritos (58,60).

Alguns fatores de transcricdo importantes para a regulacdo da transicdo dos genes HBG
pelo gene HBB incluem NF-E2 (62-64), o Globin Transcription Factor 1 (GATA-1), que possui

multiplos sitios de ligagdo nos promotores dos genes e no LCR, (65); FOG (friend
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of GATA-1) (66,67); EKLF (Erythroid Kruppel-like factor), um zinc finger ativador da
transcricdo de B-globina (68), que também tem participacdo na estrutura cromatinica do lécus e
tem sido implicado no processo de troca de globinas (69) e FKLF (Fetal Krippel-like factor)
com participacdo na expressao dos genese e y (70), NuRD, COUP-TF, DRED/TR2/TR4, MBD?2,
Ikaros-PYR complex, BRGL, entre outros (58).

Ap0s o individuo adquirir o padrédo hemoglobinico definitivo, pode haver grande variabilidade
nas concentra¢des sanguineas de HbF, tanto em individuos normais quanto em portadores de
desordens hemoglobinicas (71).

Essas variagdes naturais na concentracdo de HbF entre individuos j& sdo reconhecidas ha
vérios anos e refletem diferentes niveis de transcricdo dos genes responsaveis pela sintese da

HbF (37,61).

2.6. OS POLIMORFISMOS GENETICOS E A REGULACAO DA EXPRESSAO
GENICA DA HEMOGLOBINA FETAL

Na tentativa de esclarecer as variacOes individuais da taxa de sintese de HbF, foram realizados
varios estudos de associacdo de todo o genoma. Nesses estudos pioneiros, foram encontrados
diversos SNPs, correlacionados com a variagdo da HbF em populacdes de adultos ndo anémicos
do norte da Europa e da Sardenha e que, na sua maioria, apresentavam taxas de HbF inferiores a
1%. (17,36,72).

Estudos posteriores demonstraram a influéncia desses modificadores epigenéticos na
regulacdo da expressdo dos genes HBG, tanto individuos normais quanto em portadores de desordens
hemoglobinicas. Foi demonstrado que essas regifes génicas estavam principalmente localizadas
nos cromossomos 2p15, 6923 e 11pl5, onde se encontram o oncogene BCL11A, a regido
intergénica HBS1L-MYB (HMIP) e o polimorfismo Xmnl- HBG2, respectivamente (34-37,72—

83).
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Estes 3 QTLs respondem por 20% a 50% da varia¢do da HbF, tanto em individuos normais
quanto em portadores de DF e B-talassemia (73).

Os efeitos biologicos destes QTLs na expressao da HbF incluem dois mecanismos plausiveis:
efeito direto na expressdo do gene HBG (ativagdo ou repressdo da transcricdo do gene HBG),
ou alteracdo da cinética de maturacdo e diferenciacdo eritroides, mimetizando uma situacao de
estresse na eritropoese, que resulta em um incremento da eritropoese a custa de progenitores
eritroides, que sintetizam maiores quantidades de HbF.

As outras regies do DNA candidatas: o conjunto de receptores olfatérios (OR51B2,
OR51B5 e OR51B6), ARG1, ARG2, FLT1, GLPR2, HAO2, HBE, HMOX1, NOS1, SALL2
e SAR1 ndo foram confirmadas até a presente data quanto a sua forte correlagdo com a expressdo

dos genes HBG nas diferentes populacdes, sendo este tema de varios estudos atuais (76,84—87)

2.6.1. O Polimorfismo Xmnl1l-HBG2 no Locus HBB do Cromossomo 11pl15

Em 1985, foi descrito pela primeiravez o polimorfismo (C—T) na posicdo -158 do gene
HBG2, posteriormente denominado polimorfismo Xmnl-HBG2 ou rs7482144, que ocorre no
promotor do gene da Gy-globina e que foi identificado pelo sequenciamento dos genes HBG. Foi
demonstrado que este polimorfismo tinha impacto na expressdao do gene HBG2 e contribuia para
a variabilidade observada nas concentragdes da HbF entre individuos normais (88).

Estudos posteriores, independentes, confirmaram a associacéo entre o alelo T do sitio Xmn1-
HBG2 com uma maior concentracdo de HbF (89,90).

O QTL identificado com o sitio Xmn1-HBG2 ndo tem um padrdo de heranca mendeliano,
e a presenca do alelo T nem sempre implica a expressao fenotipica de maiores concentragdes de
HbF, sugerindo que o polimorfismo Xmnl1-HBG2 deva coexistir com outros

fatores genéticos para que haja uma maior expressdo de HbF (71).
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Acredita-se que o0 polimorfismo Xmnl-HBG2 reduza a ligagdo a fatores

transcricionais, alterando o complexo formado com o BLCR, que silencia a expressdo do gene
da y-globina em adultos. O desarranjo desse complexo provavelmente resultaria em reativagéo
do gene da y-globina (92).

Uma associacdo positiva entre 0 Xmnl-HBG2 e os niveis da HbF foi mais bem documentada
em individuos com DF da Tanzénia (73,79), afrodescendentes norte- americanos selecionados
do Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) (93) e individuos com AF de uma
populacio tribal da India (94). Foi demonstrado que os participantes do CSSCD com alta
expressao de HbF apresentavam o alelo A do SNP Xmn1- HBG2 com uma frequéncia significativa
maior do que a encontrada no grupo com niveis de HbF mais baixos (30% versus 10%,
respectivamente, P =0.002).

Entretanto, esta frequéncia do alelo A do SNP Xmn1-HBG2 néo foi diferente entre o grupo
com HbF altae o grupo com HbF baixa em uma amostra de individuos afrodescendentes
selecionados no Boston Medical Center (10% versus 8%, respectivamente, P =1.0) (95).

Da mesma forma, ndo foram encontrados efeitos significativos do SNP Xmn1-HBG2 nos
niveis de HbF em afrodescendentes com DF do Reino Unido, provenientes do Caribe (Jamaica,
Trinidad e Tobago) e da Africa Ocidental (Nigéria, Gana, Serra-Leoa), selecionados em um estudo
realizado no King’s College Hospital, em Londres, e em afrodescentes com DF do estado de

Pernambuco (73).

2.6.2. A regido intergénica HBS1L-MYB (HMIP) no cromossomo 6g23.3
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O primeiro locus correlacionado a expresséo da HbF, ndo localizado no l6cus de B- globina,
descrito por estudos de associacdo que englobam todo o genoma, foram SNPs situados na regido
intergénica de 126 kb do cromossoma 6 do gene HBS1L e do oncogene MYB. Esses dois genes
se expressam nos precursores eritroides (72,73,96,97).

Varios estudos identificaram polimorfismos genéticos na regido intergénica de 126 kb do
cromossoma 6, entre os genes HBS1L e o MYB, com forte associacdo com a expressdo da HbF,
tanto em individuos portadores de desordens hemoglobinicas quanto em individuos ndo anémicos
(71,72,98).

A regido intergénica HMIP tem importante papel na regulacdo dos niveis de HbF e parece
estar associada com parametros de diferenciagdo e maturacdo eritroide e leucocitaria, como
contagem total de eritrocitos, volume corpuscular medio, hemoglobina corpuscular média,
percentual de Hb A2, total de hemoglobina, contagem de mondcitos e plaquetas (80).

A funcéo do gene HBS1L no desenvolvimento e maturacdo eritroide ndo estd totalmente
definida. Porém, sabe-se que o gene MYB codifica o fator de transcricdo c-MYB, que tem um
papel fundamental no controle da proliferacdo e diferenciagdo eritroide (99).

O mecanismo pelo qual c-MYB regula a expressdao de HbF foi recentemente sugerido ao
observar-se que este fator de transcricdo ativa diretamente os genes BCL11A e KLF1, que sdo
repressores da expressdo de y-globina. O gene c-MYB, portanto, estabeleceria mecanismos
moleculares de repressdo da sintese de HbF por meio da estimulacéo dos genes BCL11A e KLF1
(80).

Uma forte associa¢do SNPs rs28384513 e rs9399137 do l6cus HMIP com os niveisde HbF
foi descrita pela primeira em individuos sem desordens hemoglobinicas do norte da Europa (72).

Em seguida, foi identificada uma forte associagdo do SNP rs4895441 da regido intergénica

HMIP com a modulagdo da expresséo da HbF em uma grande coorte de
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individuos ndo anémicos da Sardenha (36). Os estudos posteriores demonstraram que estes trés
SNPs HMIP (rs28384513, rs9399137 e rs4895441) também estavam fortemente associados com
a expressao da HbF em individuos afrodescendentes com DF dos Estados Unidos da América, do
Reino Unido (79), da Tanzania (79) e do estado de Pernambuco (73).

O estudo de Thein e colaboradores (71), em populacBes de individuos ndo anémicos do
norte da Europa, evidenciou que os polimorfismos HMIP estdo distribuidos em trés blocos
haplotipicos: blocos 1, 2 e 3. Nesse estudo, houve 12 SNPS fortemente associados & expressdo da
HbF. O bloco 2 (24 kb) est& associado com a maior variagdo da HbF (71).

O HMIP-2 é caracterizado por 11 SNPs (rs9376090, rs9399137, rs9402685, rs 11759553,
rs4895440, rs4895441, rs9376092, rs9389269, rs9402686, rs11154792 e rs
9483788). Todos esses SNPs demonstraram forte associacdo com niveis de HbF em populactes
do norte da Europa, mas apenas alguns destes (rs9399137, rs9402685, rs11759553, rs4895440,
rs4895441, rs9376092, rs9389269, rs9402686 e rs11154792),
demonstraram uma associagdo significativa em individuos afrodescendentes britanicos portadores
de DF (71,79).

O alelo T do SNIP rs9399137 é o que tem maior associacdo com a expressdo da HbF,
porém € o que tem menor frequéncia na populacdo africana, com frequéncias génicas de 1- 2%
em afrodescendentes com miscigenacdo europeia (98).

Em individuos ndo anémicos do norte da Europa, o 16cus HMIP responde por aproxidamente

19% da variacdo populacional da HbF (71).

2.6.3. O Oncogene BCL11A nocromossomo 2pl6
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O zinc-finger transcriptional factor BCL11A (B-cell lymphoma/leukaemia 11A), também
conhecido como EVI9 e CTIP1, foi inicialmente clonado como um proto-oncogene mieloide ou de
linfocito B em ratos e humanos (100).

Embrides com determinadas mutac¢oes no gene BCL11A podem ter auséncia de produgéo
de linfocitos B e alteragces em varias linhagens de linfdcitos T, indicando que o gene BCL11A
é fundamental para o desenvolvimento normal dos linfocitos T e B (101).

Por meio de estudos de associagdo que englobam todo genoma, identificou-se que uma regido
de um intron do oncogene BCL11A, no cromossomo 2pl6, exercia importante papel na
regulacéo da expressdao da HbF em individuos normais e em individuos com DF e beta- talassemia.
Evidenciou-se, dessa maneira, que o oncogene BCL11A também é um regulador estagio-especifico
da transicdo das Hbs fetal para adulta.

O BCL11A tem uma expressdo estagio-especifica na ontogenia das hemoglobinas, e os
progenitores eritroides embridnicos e fetais, que tém altas concentragcbes de HDbF, tém baixas
expressdes do gene BCL11A (102).

Nos progenitores eritroides, 0 BCL11A interage com o complexo de cromatina remodelado
NuRD e com os fatores de transcrigéo eritroide GATAL e FOG1. O BCL11A ocupa a cromatina
dos progenitores eritroides em varios sitios do locus da B-globina, incluindo regiGes do LCR,
HBG1 e a regido intergénica HBG1-HBD (102).

Ao silenciar o gene BCL11A em progenitores eritroides humanos ha uma expresséo robusta
de HbF. Isso prova que o BCL11A tem um papel repressor sobre a expressdao dos genes HBG1
e HBG2 e é, portanto, um regulador da transicdo das Hbs fetal para adulta, desempenhando uma
funcdo fundamental na manutengdo do silenciamento da HbF nos progenitores eritroides dos
individuos adultos (103).

Recentes estudos de polimorfismos demonstraram que o alelo A do SNP rs4671393, do

gene BCL11A, foi 0 que apresentou a maior associagdo com a expressdo da HbF, sendo
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responsavel por 10% da variagdo da HbF de uma populacdo de individuos afrodescendentes com
DF das Regides Norte e Nordeste do Brasil, dos EUA, da Tanzéniae do Reino Unido (73,79,81,95).
Um estudo contemporaneo com portadores de DF da India evidenciou que o polimorfismo
do gene BCL11A rs1427407 G > T estava fortemente associado com os niveisde HbF {19.12
*+ 6.61 (GG), 20.27 + 6.92 (GT) e 24.83 + 2.92 (TT) respectivamente},
contribuindo para aproximadamente 23% da variabilidade deste traco (94).
Outros SNPs do gene BCL11A que se correlacionaram significativamente com a expressao

da HbF na DF foram o0 rs11886868 e 0 rs766432 (81,94).

2.7. AS HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias constituem desordens genéticas caracterizadas por alteracdes na
porc¢do proteica da molécula hemoglobinica. Sdo decorrentes de alteragdes nos genes responsaveis
pela sintese das cadeias polipeptidicas da Hb, sendo classificadas em hemoglobinopatias estruturais
e hemoglobinopatias de sintese. Ja foram descritas mais de 1200 mutacbes nos genes das

globinas (8).

2.7.1.  As Hemoglobinopatias de Sintese

As hemoglobinopatias de sintese, denominadas sindromes talassémicas, sdo desordens
autossdmicas recessivas. Compdem as alteracGes genéticas monogénicas mais prevalecentes na
populagdo mundial (52).

As sindromes talassémicas sdo decorrentes da auséncia ou diminuicdo da producdo de uma

ou mais cadeias de globina a, B, you o, desequilibrando as suas quantidades relativas,
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formando um tetrdmetro hemoglobinico andmalo. As talassemias o e [ sdo as mais
frequentes, uma vez que compdem as hemoglobinas presentes na vida adulta (52).

Nas sindromes talassémicas, as cadeias produzidas em quantidades normais podem formar
tetrameros que precipitam no interior do eritroblasto e do eritrdcito, levando a hemoglobinizagéo
deficiente dos eritroblastos e a diseritropoese. Consequentemente, hé lesdo da membrana celular
eritrocitéria, desencadeando anemia hemolitica cronicade diferentes magnitudes. A hemoglobinizacdo
deficiente resulta em hipocromia e microcitose, achados caracteristicos nesse conjunto de doencas

(55).

2.7.2.  As Hemoglobinopatias Estruturais

As hemoglobinopatias estruturais sdo decorrentes da presenca de mutacdes pontuais, inser¢oes
e delecBes de nucleotideos que ocorrem em regies codificantes dos genes das globinas, levando
a substituicdo de aa na cadeia polipeptidica. A maciga maioria ocorre por substituicdo de um Unico
aa em uma cadeia das cadeias de globina (52).

Essas alteracBes estruturais podem comprometer, intensamente, as propriedades fisico-
quimicase, portanto, funcionais da molécula hemoglobinica, de acordo com o tipo da mutagao
e de sua localizagdo na cadeia de globina (104).

Entre os defeitos estruturais mais importantes destaca-se a AF, conhecida pela sua gravidade
e frequéncia, principalmente entre os povos da Africa e afrodescendentes (105).

A associacdo da Hb variante S, que no estado homozigético origina a AF (hemoglobinopatia
SS), com outras Hbs anémalas, como as Hbs C, D, E ou talassemias, é denominada de doenca

falciforme (DF), que tém complicacbes clinicas menos graves, geralmente, do que a AF (3).

2.7.3. A Anemia Falciforme
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2.7.3.1.Aspectos Historicos

Desde o inicio do século XIX, havia casos descritos na literatura sobre umaanemia hereditaria
associada a ictericia, infecces frequentes e crises dolorosas, gque acometiam principalmente jovens e
criancas na Africa. Os individuos que apresentavam tais sinais e sintomas eram marcados com
tatuagens nos membros e na cintura, para identificar que eram acometidos de um _mal desconhecido®.
Em 1874, Dr. Horton, um médico de Serra-Leoa, fez a primeira descricdo na literatura dos sinais
e sintomas clinicos classicos do que hoje conhecemos por AF (106,107).

Porém, a AF somente foi descrita cientificamente pela primeira vez em 1910, pelo médico
cardiologista James Bryan Herrick, na cidade de Chicago, no sangue do estudante de odontologia,
Walter Clement Noel, afrodescendente, oriundo da llha de Granada, no Caribe. Herrick descreveu
os eritrdcitos falciformados no sangue periférico deste individuo. Ele apresentava anemia, ictericia,
Ulceras nos membros inferiores e complicagdes pulmonares (108).

Varios casos foram descritos durante 0s anos seguintes, apoiados na ideia de que esta era
uma nova entidade nosolégica e fornecendo informagdes para um melhor entendimento da doenca
(108).

Na literatura ocidental, os primeiros esforcos para determinar as bases geneticas da
eritrofalciformacgdo foram reportados por Emmel (109), que sugeriu a hereditariedade do fendmeno
apos observa-lo em pai e filho (109,110).

Em 1927, Hahn e Gillespie demonstraram a inter-relacdo do fenébmeno da eritrofalciformacao
com a tensdo de O2, atribuindo o defeito & Hb, e ndo tdo somente a um defeito eritrocitario (111).

Em 1949, foi caracterizada como "a primeira doenga molecular humana™ por Linus Pauling
e colaboradores, ao demonstrarem a diferenca entre a HbA e a HbS por meio da

mobilidade eletroforética, evidenciando, dessa maneira, que existe uma diferenca no
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ndmero ou tipo de grupos ionizaveis das duas Hbs (112). Nesse mesmo ano, a heranga

autossomica recessiva da doenca foi elucidada (113). Concomitantemente, Watson e colaboradores
(114) previram a importancia da HbF como fator modificador da fisiopatogenia da doenca,
sugerindo que a sua presenca em maiores quantidades nos recém-nascidos poderia explicar o0 maior
periodo necessario para a falciformacdo dos eritrocitos dos recém-nascidos em comparacgao
com os eritrocitos das suas médes com AF (114). Ingram e colaboradores (1958) demonstraram,
por meio da técnica de fingerprint, que a HbS diferia da HbA por um Unico aa. Foi a primeira
comprovacao de uma substituicdo de um aa em uma proteina humana (115).

Estudos posteriores analisaram a estrutura e as propriedades fisico-quimicas da HbS,
evidenciando que a HbS formava polimeros intracelulares sob baixas tensdes de O2. Em 1960,
Perutz decifrou a estrutura completa da hemoglobina, elucidando as bases moleculares de sua
funcéo (44).

Todos esses estudos pioneiros colocaram a DF como um modelo biolégico de vanguarda
para investigagdo e compreensdo das bases moleculares de outras doencas humanas (116).

As primeiras pesquisas brasileiras atinentes a AF se devem as investigac@es feitas pelo médico
Dr. Alvaro Serra de Castro, no Hospital S&o Francisco de Assis, na cidade do Rio de Janeiro. Seus
estudos precursores foram apresentados em uma sessdo da Sociedade de Medicina e Cirurgia
do Rio de Janeiro em 27 de junho de 1933 (117).

A primeira publicagio brasileira especifica sobre a AF foi um artigo de autoria do Dr. Alvaro
Serra de Castro, publicado no Jornal de Pediatria, em 1934, sendo considerado, por seus
contemporaneos, como o primeiro profissional a identificar a AF no Pais (118). Nesse artigo

pioneiro foram descritos cinco casos clinicos de AF a partir da andlise sistematica de
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oitenta criancas afrodescendentes a procura de eritrécitos falciformados no sangue periférico

(119).

2.7.3.2.Epidemiologia da Anemia Falciforme

A AF é umadas principais e mais frequentes doencas genéticas que acometem a populacdo
humana (13,120).

Provavelmente, a mutacéo que originou a hemoglobinopatia SS ocorreu ha 50-100 milanos
(121).

Os estudos iniciais discordavam quanto ao local de origem da mutagdo e algunsapontavam
como sendo a Asia (122) e outros a Africa (123).

Wainscoat e colaboradores (124), ao estudarem um grupo de individuos com AF na Jamaica,
encontraram diferentes haplotipos do gene da HbS, suportando a hip6tese de que ocorreram multiplas
mutacdes em diferentes partes dos Continentes Africano e Asiético (124).

Estudos posteriores legitimaram que a mutacao tenha surgido em pelo menos quatro regides
independentes nas populacdes africanas: no Benin, na Republica Africana Central, no Senegal e em
Camardes (125-127).

Ao estudar grupos populacionais da Arabia Saudita e da India, Kulozik e colaboradores
(1986) sugeriram o aparecimento deste alelo mutante no Continente Asiatico, independentemente.
Essas mutacOes estdo associadas a haplétipos e sdo denominados de acordo com sua regido
geografica de origem: Benin (BEN), Senegal (SEN), Bantu (CAR), Camardes e Arabe-Indiano ou
Asidtico (128).

O que se observa é que 0 alelo S é muito comum em regides onde a maléria causada pelo

Plasmodium falciparum ¢ ou foi endémica (teoria malarigena). Essa constatacdo levou a
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hipdtese de que os portadores heterozigotos do gene S (traco falciforme) teriam um efeito
protetor contra o desenvolvimento da malaria causada pelo Plasmodium falciparum(129).

Essa selegdo génica parece ter sidoa principal responsavel pela grande expansdo do alelo
S ha cerca de 4 mil anos na india e ha aproximadamente 3 mil anos na Africa  (130).

Inicialmente, os estudos sugeriam que o lucro adaptativo do trago falciforme seria decorrente
do fato de que a eritrofalciformacéo seletiva dos eritrocitos parasitados resultaria em sua remocéao
mais efetiva pelo baco, bem como inibiria 0 crescimento do parasita devido ao baixo pH dos
eritrocitos falciformados (131).

Posteriormente, evidenciou-se que alteracdes das moléculas de adesdo da membrana celular
dos eritrocitos falciformados levariam a uma maior aderéncia desses eritrécitos aos neutrdfilos,
facilitando a acdo do sistema imunolégico (130).

O alelo S apresenta frequéncia elevada na Africa, fundamentalmente nas regides Sul, Centro-
Ocidental e Atléantico-Ocidental, com uma frequéncia génica de 0,12 a 0,14 no Congoe 0,1 no
Senegal. Da mesma forma, é encontrada com frequéncia expressiva em paises da bacia do
Mediterraneo, na Ardbia Saudita e na india (120).

O alelo S difundiu-se para outras regides do mundo, sobretudo devido a migracdes oriundas
da bacia do Mediterraneo, a rotas comerciais tracadas a partir do centro-oeste africano, devido
ao comércio de escravos, ao deslocamento populacional decorrente das guerras e pelas
migraces voluntarias (31).

A introducdo do alelo S no continente americano, e consequentemente no Brasil, se deu
entre os séculos XV1 e XIX, em fungdo do intenso comércio de escravos africanos. Estima-se que
mais de 3,6 milhdes de escravos africanos foram trazidos ao Brasil, oriundos principalmente da Costa
Ocidental da Africa (110).

Com a finalidade de prevenir as inimeras complicacdes da AF e a possibilidade de realizar

0 aconselhamento familiar precoce, o programa de triagem neonatal foi estabelecido
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nos EUA na década de 1970. No Brasil, a Portaria n° 822/01, de 6 de junho de 2001, do Ministério
da Salde, estabeleceu o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), permitindo o
diagnostico precoce da AF, visando a redugdo da morbimortalidade da doenca e proporcionando a
insercdo do paciente em programas de tratamento multidisciplinares, com a utilizacdo de medidas
preventivas e orientacdo aos cuidadores, bem como o diagndstico do traco falciforme (13).

Nos EUA, conforme dados do programa de rastreamento neonatal, a frequéncia do trago
falciforme entre afrodescendentes é de 8%, com uma proporcdo da DF de aproximadamente 1
individuo para cada 500 afro-americanos e uma incidéncia de 1 com a DF para cada 625 recém-
nascidos vivos (132).

Em dez anos de triagem da populacdo do estado norte-americano da California, foram
estudados 84.663 recém-nascidos e 4% desses apresentavam mutacoes relacionadas aos genes da
hemoglobina. A frequéncia de DF nesse estudo foi de 1/951 nascimentos. Comparadas com a
incidéncia de outras doencas rastreadas no programa de triagem neonatal (hipotireoidismo
congeénito 1/3.849, fenilcetondria 1/22.474 e galactosemia 1/74.103), as desordens hemoglobinicas
foram as alteracdes congénitas mais frequentes (133,134).

A distribuicdo do alelo S é muito heterogénea entre os diversos estados brasileiros, uma
vez que a composicdo étnica das diferentes regides brasileiras € muito variada, sendo mais
frequente na Regido Nordeste, onde a proporc¢éo de afrodescendentes é maiore se caracteriza como
um grave e desconhecido problema da salde pablica brasileira (1).

Os dados epidemioldgicos brasileiros fornecidos pelo Ministério da Salde referentes a DF
confirmam a maior frequéncia do alelo S nas regides onde ha maior proporc¢édo de afrodescendentes

na populacdo (Figura 4) (135).
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A Bahia apresenta a frequéncia brasileira mais elevada para a DF. Um estudo com pré-
escolares na Bahia encontrou uma frequéncia de 7,4% de individuos com traco falciforme (136).

Em um outro estudo realizado com recém-nascidos na cidade de Salvador, na Bahia, foi
observada a frequéncia de 9,8% para o gendtipo AS, a frequéncia de 0,9% para a variante SC e
de 0,2% para homozigoticos SS (137).

Em Natal, no Rio Grande do Norte, foi descrita a frequéncia de 1,5% para o genotipo AS
e a de 0,05% para o0 genotipo SS em recém-nascidos (138).

Ramalho (1986), estudando a populacdo afrodescendente de Sdo Paulo, descreveu a
frequéncia de 6,6% para os heterozigotos HbAS (139).

Um estudo de triagem neonatal, realizado na cidade paulista de Campinas, encontrou uma

frequéncia de DF (hemoglobinop atias SS e SC) de 0,02% (140).
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O gene S no

Populacao
186,7 milhdes

Pernambuco
AS 4% (1:23)
DF 1:1,400

AS 5,3% (1:17)

S&op Paulo
AS 2,6% (1:35)
DF 1:4.000

AS 3% (1:23)
DF 1:1.400

Rio de Janeiro
AS 4% (1:21)
DF 1:1.200

Rio Grande do Sul
AS 20% (1:65)
DF 1:10.000

AS=trago falciforme
DF=doenga falciforme
Fonte: Ministério da Salde do Brasil

Figura 5: Frequéncias do gene S em diferentes estados do Brasil, conforme dados do Programa Nacional
de Triagem Neonatal do Ministério da Salde. Adaptado de (135).

No Rio Grande do Sul, Wagner e colaboradores (10) encontraram uma frequéncia de trago
falciforme de 1,19% entre recém-nascidos rastreados pelo Programa Nacional de Triagem
Neonatal (10); em Caxias do Sul foi descrita a frequénciade 0,09% para os heterozigotos AS
entre doadores de sangue de descendéncia italiana (11).

Em Porto Alegre, Daudt e colaboradores (12) encontraram uma frequéncia do gene da HbS

de 1,2% entre recém-nascidos triados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

2.7.3.3.Fisiopatologia da Anemia Falciforme

A AF é uma doenca monogénica mendeliana, de heranga autossémica recessiva, que é causada
pela homozigose de uma mutagdo de ponto simples, na qual o 17° nucleotideo adenina é trocado
por timina (A — T), no sexto codon do gene da B-globina. Devido a essa mutagdo, um residuo
de acido glutdmico € substituido por um residuo de valina (glubval) na sexta posicdo da cadeia

polipeptidica da globina B (42)
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Os individuos que possuem hemoglobinopatia SS apresentam anemia hemolitica

cronica, no entanto, individuos heterozigotos para a HbS (HbAS) possuem no interior do
eritrocito 20% a 45% de HbS, sendo assintomaticos em condi¢des fisioldgicas normais (31).

A AF possui morbidade e mortalidade elevadas, principalmente decorrentes de infeccdes
(criancas) e fendmenos vaso-oclusivos, que levama lesdo e a faléncia de mdaltiplos 6rgéos (adultos)
(141).

O quadro clinicoda AF é muito heterogéneo, com a presenca de anemia hemolitica grave,
crises dolorosas e a ocorréncia de fendbmenos vaso-oclusivos de frequéncia e gravidade variadas
(141).

Os aspectos genéticos, ambientais e socioecondmicos contribuem fortemente para a grande
variabilidade clinica da AF, umavez que as taxas de Obito em paises desenvolvidos, onde as
pessoas tém maior acesso aos cuidados de salde, sdo muito menores gue nos paises em
desenvolvimento e nos subdesenvolvidos. Contudo, mesmo em paises desenvolvidos, ha ampla

heterogeneidade de manifestagdes clinicas entre os pacientes com hemoglobinopatia SS (141).

2133l . A Polimerizacdo da Desoxi-Hemoglobina S

O principal pilar fisiopatogénico da AF esta centralizado na polimerizacdo da desoxi- HDbS.
A HbS, quando desoxigenada, polimeriza-se, perde sua estrutura globular e quaternaria e forma
estruturas filamentosas insolliveis, que se precipitam no interior dos eritrécitos, resultando na
alteracdo do citoesqueleto e da membrana celular eritrocitaria e, consequentemente, na forma do
eritrdcito, levando ao fenémeno da eritrofalciformacéo. Por conseguinte, had acentuada reducgdo da

deformabilidade e da sobrevida eritrocitaria (142).
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O fendmeno de eritrofalciformacdo pode ser revertido quando niveis elevados de O2 sédo
novamente atingidos, no entanto, falcizagOes sucessivas alteram permanentemente a estrutura da
membrana do eritrécito e do seu citoesqueleto, favorecendo a formagdo de eritrocitos
irreversivelmente falciformados (142).

Esses eritrdcitos irreversivelmente falciformados sdo sequestrados por macréfagos do sistema
mononuclear macrofagico e retirados rapidamente da circulacdo (hemdlise extravascular). Pode
ocorrer hemolise intravascular. O resultado desses fendmenos é a anemia hemolitica crbnica
caracteristica da doenca. Ainda, os eritrocitos falciformados favorecem a vaso-ocluséo (52).

A vaso-ocluséo € a principal causa de morbimortalidade na AF. A obstrucdo de vasos
sanguineos, sequida por hipoxia, isquemia ou infarto em varios tecidos, leva, em Ultimainstancia,
a lesdo progressiva dos 6rgaos-alvo, principalmente, naqueles em que a microvasculatura € mais
rica, como rins, cérebro, pulmdes, baco e retina (143).

O entendimento do processo vaso-oclusivo tem evoluido ao longo das varias decadas.
Inicialmente, foi pensado que a polimerizacdo da HbS, resultando nos eritrdcitos falciformados,
que mecanicamente bloqueavam os vasos de pequeno calibre, respondia completamente ao processo
fisiopatogénico da doenca. Entretanto, posteriormente, foi reconhecido que estes eritrocitos
lesados, exclusivamente, ndo eram suficientes para produzir a vaso-oclusdo em vasos de maior
calibre, 0 que pode ser observado tanto em seres humanos quanto em modelos animais. Assim, foi
postulado que outros fatores exercem papel relevante nesse processo, incluindo a inflamacéo
vascular cronica, a adesdo dos leucdcitos e reticuldcitos, a ativagdo e agregacdo das plaquetas,
a ativacdo de fatores da coagulacdo, o dano endotelial e a diminuicdo da biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO), entre outros fatores. Dessa forma, uma visdo desdobrada da fisiopatogenia

da AF é crucial para a



51

compreensdo da grande heterogeneidade de manifestaces clinicas observada nesta hemoglobinopatia
(105).

Na AF, o processo de vaso-oclusdo tem inicio com as interacOes entre os leucocitos, as
plaquetas, 0s eritrocitos e as células endoteliais na microvasculatura, resultando na reducéo do fluxo

sanguineo, com consequente hipdxia, 0 que acentua ainda maisa polimerizagdo da HbS (Figura 6)

(144).
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Figura 6: Fisiopatologia da Anemia Falciforme. A sintese de HbS é resultado de uma mutag&o de ponto simples.
Quando desoxigenada, a desoxi-HbS polimeriza no interior dos eritrécitos, deformando-os e tornando-os rigidos
(eritrofalciformacéo). Os eritrdcitos, neutrdfilos e reticuldcitos participam do processo de vaso-ocluséo,
além da hemodlise intravascular. N: neutréfilos, He: hemécias, EC: células endoteliais, 1SQ: isquemia.
Adaptado de (142).
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2032 . As Alteragdes no Canal de Gardos e no Sistema de Co-Trasnporte do
K-CI

As alteracBes nos mecanismos de transporte de ions eritrocitarios contribuem para a
fisiopatologia da AF. A homeostasia catidnica é prejudicada nos eritrocitos falciformados,
principalmente, pela sua capacidade reduzidaem manter o gradiente normal de K*, pela alteracdo
no canal de Gardos e o sistema de cotransporte do K-Cl (145).

O sistema de cotransporte do K-ClI, quando ativado, permite que 0 K™ e o CI saiam do
eritrocito, seguidos pela &gua, 0 que resulta em desidratacdo do meio intra-eritrocitario. O sistema
de cotransporte do K-CIl estd anormalmente aumentado na AF, 0 que leva a uma maior
concentragéo intracelular de HbS, fendbmeno que favorece sua polimerizagéo (31).

O canal de Gardos é um canal de efluxode K*. Ele esta ativado pelo aumento intracelular
de Ca'™" decorrente da desoxigenacdo e da eritrofalciformagdo. Assim, como ocorre no sistema

de cotransporte do K-Cl, a saida de K" resulta no efluxo de &gua, desidratacdo do eritrécito e

aumento da concentracdo interna de HbS, favorecendo a polimerizagdo da HbS (31).

233 . A Diminuicio da Biodisponibilidade do Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO), um gés sinalizador, com meia-vida estimada em segundos, tem como
principais fungdes a inibicdo da agregacédo plaquetaria, da adesdo dos leuctcitos e da expressdo do
fator tecidual (FT), o efeito vasodilatador, a modulacdo da permeabilidade vascular, alem de exercer
atividade anti-inflamatdria e antioxidante, atuando como protetor de lesdes teciduais (146-148).

O NO ativa a enzima guanilato ciclase soldvel (sGC) e aumenta 0s niveis de guanosina

monofosfato ciclica (cCGMP), que atua como segundo mensageiro para mediar varias respostas
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fisiologicas, tais como relaxamento  muscular, inibicilo da adesdo plaquetéria,
neurotransrnissdo, entre outros (149).

A reducdo da biodisponibilidade NO, em consequéncia da hemdlise intravascular na AF,
é ocasionada quando o NO ¢é sequestrado pela Hb livre no plasma pelo aumento da atividade da
enzima arginase liberada pela hemdlise e pelo consumo de NO pelas espécies reativas de O2
(150).

Pacientes com AF apresentaram diminuicdo da biodisponibilidade do NO em condigdes
basais e durante os fendmenos vaso-oclusivos, como nos episodios algicos agudos, ha
exacerbacdo dessa reducdo. Isso se deve ao fato de que, com acentuacdo da hemolise crbnica, ha
maior liberacdo de arginase dos eritrocitos hemolisados para 0 plasma. Com 0 aumento da arginase
no plasma, a arginina, substrato natural do NO, tem sua rota metabolica direcionada preferencialmente
para a formacdo de ornitina, e ndo de NO (151).

A reducdo de NO facilita a vasoconstricdo, aumenta a ativacdo plaquetéria e a adesao

endotelial e leucocitéria, favorecendo o processo vaso-oclusivo (152).

2134 . Anemia Falciforme: Uma Doenca Inflamatoria Cronica

A vaso-oclusdo na AF é um processo muito complexo, ndo totalmente esclarecido quanto
a seus processos fisiopatogénicos, em que estdo envolvidos eritrdcitos, células endoteliais,
leuctcitos, plaquetas e proteinas da coagulacdo sanguinea. O processo inflamatorio crénico
caracteristico da AF é decorrente do aumento das células do endotélio vascular envolvidas com
adesdo, bem como o aumento da funcéo e expressao de moléculas de adesdo das células endoteliais,
dos leucacitos, principalmente dos neutréfilos e dos eritrécitos (153-155).

Portanto, as fungbes e interacOes endoteliais estdo alteradas na AF, havendo uma maior
adesdo entre 0 endotélio e os eritrcitos, plaquetas e leucécitos, além da maior liberacdo de

citocinas inflamatorias, levando ao moderno conceito de que a AF é umadoenca
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inflamatdria cronica (16).

Portanto, a inflamaco e a ativacdo endotelial exercem um papel essencial na vaso- oclusdo
(156). Na AF, os eritrdcitos aderem mais prontamente as células endoteliais in vitro (157,158) e as
proteinas da matriz extracelular: laminina e fibronectina (159).

Estudos in vivo com camundongos transgénicos demostraram que a adesdo dos eritrdcitos
a parede vascular na AF ocorre nas vénulas pés-capilares, onde o fluxo sanguineo € mais lento e o
didmetro dos vasos € menor (160,161).

V/érios mecanismos estdo envolvidos na maior adesao dos eritrocitos na AF e sdo classificados
de acordo com o tipo de interacdo molecular nos receptores de eritrocitos, proteinas ligantes e
receptores endoteliais (156,162).

A integrinaa4pl, CD36, Lu/BCAM (Lutheran/Molécula de ades&o celular basal) e ICAM-
4 (intercellular adhesion molecule 4) sdo receptores presentes nos eritrocitos e podem mediar a
adesdo interagindo respectivamente com VCAM-1 (vascular cell adhesion  protein
1) trombospondina, laminina e avB3 (163-165).

As proteinas ligantes incluem a trombospondina e o Fator de von Willebrand, que sé&o
sintetizados pelo endotélio e pelas plaquetas, podendo estar presentes na forma soltvel no plasma,
bem como na superficie endotelial (163,166).

Alguns dos receptores endoteliais descritos, que intercedem a adesdo dos eritrécitos, sdo
a integrina avp3, a P-selectina, a VCAM-1 e a Lu/BCAM (164,167,168).

A adesdo anormal dos eritrécitos rigidos e densos ao endotélio devido a estainteracéo
molecular anémala nos receptores de eritrécitos, proteinas ligantes e receptores endoteliais
resulta em injuria e ativacdo endotelial (156).

Umavez ativadas, sob estimulos hipoxico e inflamatério, as células endoteliais passam a
expressar maior numero de moléculas de adesdo, incluindo: CD 36, VCAM-1, integrina
avp3, P-selectina, LU/BCAM e receptores para proteoglicanas e fosfatidilserina. Essa
hiperexpressao aumenta a adesdo dos eritrécitos, dos leucdcitos e das plaquetas ao endotélio
vascular, favorecendo a vaso-oclusdo (156,162).

A constatagdo de que h& niveis elevados de moléculas adesdo, como VCAM-1, ICAM-
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1 e de células endoteliais circulantes no plasma de individuos com AF, reforca o fato de que o

endotélio vascular esta ativado nesta doenca (169-171).

O exato mecanismo pelo qual o processo inflamatorio se iniciando esta totalmente esclarecido
na AF. Sabe-se que 0 endotélio vascular é ativado por mediadores inflamatorios e pela maior
adesdo dos eritrécitos, leucdcitos e plaquetas ao endotélio. Assim sendo, o endotélio ativado
produz citocinas e quimiocinas, incluindo IL-1, IL-6, IL-8, fator ativador plaquetario e proteina
quimiotatica de mondcito-1 (MCP-1), o que resulta em grandes niveis de moléculas inflamatorias
na circulagdo, como o fator estimulador de colénia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF),
fator estimulador de colénia de macréfago (M-CSF), TNF-a, IL-1B, IL-3, IL-6 e IL-8 (172,173).

Eventos de isquemia-reperfusdo dos vasos sanguineos geram espécies reativas ao oxigénio
(ROS), que também podem ativar o processo inflamatério (174).

A exposicdo de fosfatidilserina na membrana celular dos eritrocitos lesados na AF pode
ativar a cascata de coagulacéo e provocar inflamagéo por meio da geragdo de trombina e de FT
(175).

A diminuicdo da biodisponibilidade do NO devido a anemia hemolitica crénica também
provoca lesdo e ativagdo das células endoteliais, seguida da expressdo de mediadores inflamatorios
como endotelina-1 (ET-1), FT e da inativacdo de Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (148,176).

Por fim, os neutrdfilos, também ativados pelas citocinas inflamatorias, tais como IL- 1,
IL- 6, IL-8, TNF-a, sdo recrutados para o sitio inflamatdrio, aumentando a produc&o de peroxidos e
expondo maior quantidade de moléculas de adesao em sua superficie, facilitando, assim, a adesao ao
endotélio, a outros neutréfilos, as plaquetas e aos eritrécitos falciformes, resultando  no fenémenos

vaso-oclusivos (177).

21358 . Hipercoagulabilidade na Anemia Falciforme

Os individuos com AF, durante periodos clinicamente estaveis, apresentam,



normalmente, aumento da ativacdo das plaquetas, da geragdo de trombina e da ﬁbl’il‘lé"SE(f
Entretanto, observa-se ampliagdo dessas atividades trombogénicas durante periodos de crises vaso-
oclusivas, 0 que caracteriza um estado de hipercoagulabilidade, resultante da ativacdo de fatores da
coagulacédo e da ativacdo do endotélio vascular (178,179).

O estado de hipercoagulabilidade é considerado multifatorial. A lesdo da membrana celular
eritrocitaria com consequente exposicdo de fosfatidilserina desempenha papel crucial no processo
de ativacdo dos fatores da coagulagdo (178,180).

Outros pesquisadores relataram que microparticulas, que sdo pequenas vesiculas de
membrana liberadas pelas plaquetas, eritrocitos, leucocitos e células endoteliais, ap6s ativacdo ou
durante a apoptose, também contribuem para o estado de hipercoagulabilidade na AF (178,181).

O Fator de von Willebrand é outro componente que tem participacdo relevante nos
mecanismos relacionados ao estado de hipercoagulabilidade observado na AF. O Fator de von
Willebrand é uma glicoproteina multimérica de alto peso molecular, sintetizado pelos megacariocitos
e pelas células endoteliais. No plasma, os multimeros do Fator de von Willebrand sdo clivados
por uma protease denominada ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloprotease with
trombospondin type 1 motifs), que limitaa formacdo do trombo plaquetario. O Fator de von
Willebrand tem duas funcGes primordiais: ligar-se a0 colageno presente no subendotélio e nas

plaquetas, promovendo adesdo e agregacdo plaquetaria em
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locais de dano vascular e ligar e transportar o fator V1l da coagulacdo, protegendo-o da
degradacdo proteolitica no plasma (182).

Estudos in vitro demonstraram que a hipdxia é um forte agonista para a liberacdo endotelial
do Fator de von Willebrand. Posteriormente, um mecanismo adicional foi postulado, pelo qual
a hemolise intravascular aumentada conduz a um estado trombatico, por aumentar a atividade do Fator
de von Willebrand. Nesse processo, a Hb livre liga-se diretamente ao Fator de von Willebrand,
exatamente no local do sitio proteolitico da metaloprotease, ADAMTS13, blogueando, portanto, a
clivagem do Fator de von Willebrand. Dessa forma, 0 aumento da Hb livre estd correlacionado
com altos niveis de multimeros do Fator de von Willebrand hiperativos no plasma de individuos
com AF que, por sua vez, podem levar a complicacBes tromboéticas e vaso-oclusivas (183—
185).

As plaquetas na AF, estimuladas pela presenca de citocinas inflamatorias, tais como IL-6,
IL-8 e GM-CSF, também liberam multimeros de von Willebrand, o que favorece a maior
adesdo entre plaquetas, endotélio vascular, leucocitos e o eritrocitos (171).

O TNF-a é capaz de alterar as propriedades anticoagulantes do endotélio vascular e induzir
uma atividade prd-coagulante na superficie endotelial, estimulando a producdo do fator de
ativagdo plaquetario (PAF), podendo levar ao aumento da adesdo celular ao endotélio vascular
(186,187).

O NO regula a ativacao das plaquetas. A reducdo da biodisponibilidade do NO observada

na AF pode levar a uma maior agregacdo plaquetaria e a formacéo de coagulos vasculares (188).

2.7.3.4. Manifestacdes Clinicas da Anemia Falciforme

A AF é umadoenca de caracteristica pleotropica que causa injuria em praticamente todos

0s Orgaos. Suas manifestacBes clinicas sdo amplamente diversas quanto a frequéncia e a
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gravidade. Também diferem ao longo do tempo no mesmo individuo e entre os  individuos
acometidos (189).

Até o sexto més de idade, as manifestacdes clinicas da AF, frequentemente, s&o mais brandas.
Isso é atribuido a presenca de maior quantidade de HbF neste periodo etario. Como a HbF é mais
avida por O2 do que a HbS, gquanto maior sua expressdo no interior do eritrocito, menor sera a
polimerizacdo dos tetrameros da desoxi-HbS, aumentando a solubilidade da HbS e, portanto,
menor a taxa de eritrofalciformacdo e suas complicacdes sistémicas deletérias (25,190).

A forma anormal do eritrécito falciforme, aliada a sua rigidez acentuada, viscosidade
aumentada e a tendéncia a aderir as células endoteliais favorece a ocorréncia de dois mecanismos
patologicos principais: hemdlise e vaso-oclusédo (148).

As principais alterages atribuidas a hemdlise sdo anemia, hipertensdo pulmonar, priapismo
e Ulceras isquémicas de membros inferiores. Os eventos vaso-oclusivos podem gerar dores
intensas, necrose 0ssea, dactilite, sindrome toracica e retinopatia, entre outras complicaces graves
(148).

O fendmeno vaso-oclusivo pode levar a injuria progressiva do baco e consequentemente
a asplenia funcional, sendo esta a responsavel pela maior suscetibilidade a infecgbes graves,
principalmente por bactérias capsuladas, que estdo entre as principais causas de morbidade e
mortalidade em todas as idades nesse grupo de pacientes, sobretudo no grupo pediatrico (162).

Conforme Ballas e colaboradores (189), as manifestacoes clinicas da AF podem ser divididas
em trés grandes grupos: anemia hemolitica cronica e suas complicacbes (Tabela 1); sindromes
dolorosas e suas complicacbes (Tabela 2) e complicacbes em multiplos 6rgéos e suas sequelas

(Tabela 3).



Tabela 1: Anemia Hemolitica e Suas Complica¢des
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Exacerbacdo Aguda da Anemia
Hiper-hemdlise
Crise de Sequestro Esplénico
Crise Aplastica
Complicacoes Secundirias a Transfusio Sanguinea
Sindrome de Hiperviscosidade

Hemolise Autoimune
Sobrecarga de Ferro

Adaptado de BALLAS (189).

Tabela 2: Sindromes Dolorosas e suas ComplicacGes

Episdios Algicos Agudos
Neuropatia (dor neuropatica)
Sindromes dolorosas iatrogénicas

Adaptado de BALLAS (189)



Tabela 3: Principais Complicacdes Em Multiplos Orgéos e Suas  Sequelas

Neurologicas
Aneurisma
Acidente Vascular Cerebral Hemorragico
Acidente Vascular Cerebral Isquémico
Moya Moya
Infarto Cerebral Silencioso
Ataque Isquémico Transitorio
Elevacdo da Velocidade de Fluxo Arterial a Ecografia Doppler Transcraniana
Convulsdes
Oftalmologicas
Estrias Angidides
Cicatrizes Pigmentares na Retina Periférica (Black Sunburst Lesion)
Hemorragias na Retina Periférica (Salmon Patch Hemorrhage)
Glaucoma
Hifema
Retinopatia Proliferativa
Hemorragia Vitrea
Descolamento daRetina
Cardiacas
Cardiomegalia
Cardiomiopatia
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva
Prolapso da Valvula Mitral
Hipertensao Arterial Sistémica
Pulmonares
Sindrome Toréacica Aguda
HipertensdoPulmonar
Gastrointestinais/Hepatobiliares
Colecistite
Colelitiase/Barro Biliar
Crise de Sequestro Hepatico
Colestase Intra-hepatica
Renais/Geniturinéarias
Insuficiéncia Renal Aguda
Insuficiéncia Renal Crénica
Priapismo
Proteindria / Sindrome Nefrética
Pielonefrite
Esplénicas
Infarto Esplénico Agudo
Asplenia Funcional
Hiperesplenismo
Crise de SequestroEsplénico
Musculares/Esqueléticas/Cutane as
Necrose Avascularda Cabeca Femoral

Dactilite
Miosite/Mionecrose/F asceite
Osteomielite

Osteopenia/Osteoporose

Complicag¢bes Do Crescimento e Desenvolvimento
Retardo de Crescimento

Adaptado de BALLAS (189)
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2.7.3.5.As Variantes Haplotipicas na Anemia Falciforme

Os haplétipos ligados ao grupo de genes da B-globina séo definidos como a associagdo ndo
randdmica de combinagdes de sitios de clivagem para endonucleases de restricao localizados ao
longo desse grupo de genes e tém sido associados a concentragOes variadas de HbF e
consequentemente a diferentes comportamentos clinicos da doenca (191).

Cinco haplétipos principais foram descritos e designados de acordo com a regido geografica
onde foram identificados primeiramente: o hapl6tipo Benin (Ben), associado a Africa Ocidental;
0 Bantu ou Republica Centro Africana (CAR) associado a Africa Oriental e Centro-Sul; o Senegal
(Sen) relacionado & Africa Atlantico Ocidental; a india-Arabia Saudita (Saudi) associada a India e
Peninsula Arabica Oriental e 0 Camardes (Cam) associado a Costa Ocidental da Africa (Figura 7)
(191-193).

Individuos com AF e o hapl6tipo Sen, que estd associado a concentracdes mais elevadas
de HbF, geralmente apresentam o curso clinico menos grave da doenca; o Ben apresenta
concentragdes intermediarias de HbF e curso clinico de moderada gravidade ao passo que o
haplétipo o CAR tem concentragdes diminuidas de HbF e manifestacbes clinicas mais graves. Os
individuos com o haplétipo Saudi apresentam concentracdo elevada de HbF e curso clinico
heterogéneo (191,192).

Em um estudo realizado no Estado do Rio Grande do Sul com pacientes do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, relacionando os haplétipos ligados ao grupo de genes da B- globinana
AF, ndo foram encontradas diferencas entre a gravidade clinica e a taxa de HbF entre os

diferentes grupos haplotipicos (194).
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Figura 7: Representaco das regides geogréficas associadas aos sitios polimdrficos localizados no cromossomo
11, bem como o padré&o de clivagem para diferentes endonucleases de restri¢do. Adaptado de (162).

2.7.3.6.Anemia Falciforme e o Tratamento com Hidroxiureia

Ja que inimeros estudos, tanto em humanos quanto em modelos animais de DF, demonstraram
umarelagdo inversa entre a morbidade e mortalidade da DF e niveis elevados de HbF, tanto em
criancas quanto em adultos, tratamentos direcionados a reativacdo da sintese de HbF ap6s o
nascimento em individuos portadores de desordens hemoglobinicas, especialmente naqueles com
DF e B-talassemias, sdo temas de inimeras pesquisas basicas e clinicas ha vérias décadas e levaram
a descoberta de diversos agentes farmacoldgicos capazes incrementar a taxa de sintese da HbF

(18,21-24,104).
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O ponto de corte que define o0 grupo de baixo risco para complicacGes graves da DF é ter
uma HbF superior a 20% (195).

Em meio aos indutores de sintese de HbF para o tratamento dos individuos com DF se
destacam a HU, os agentes inibidores da histona deacetilase (HDAC), tais como o butirato de sddio
e outros acidos graxos de cadeia curta, a 2-desoxi-5-azacitidina, a decitabina e a eritropoietina
(196,197).

A HU hidroxiureia @ um agente citostatico, antineoplasico, sintetizado em 1869, na Alemanha,
por Dresler e Stein. Sua estrutura molecular € simples, semelhante & ureia, diferenciando-se desta
apenas pela hidroxilacdo do atomo de nitrogénio adjacente a cetona (Figura 8). Seu uso tem

despertado grande interesse cientifico até os dias de hoje (105,198).

O
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H

Figura 8: Estrutura quimica da hidroxiureia.

Fonte: SANTOS & CHIN (22).

Foi somente em 1967, quase um século depois de sua descoberta, que a HU foi aprovada
pelo Food and Drug Administration (FDA), agéncia regulatéria norte-americana, para o
tratamento de algumas doencas neoplasicas. Nos anos subsequentes, foi aprovada para o
tratamento de pacientes com transtornos mieloproliferativos (leucemia mieloide crénica, trombocitemia
essencial e policitemia vera) e para outras doengas como a psoriase e doencgas reumaticas. Em 1984,

a HU vem a ser estudada como indutora da sintese de HbF nas



64

desordens hemoglobinicas. Primeiramente, foi testada em macacos e em seguida, em portadores
de DF, tendo sido demonstrado o seu papel positivo no incremento dos niveis de HbF neste grupo
de individuos (199).

No Brasil, passa a ser oficialmente introduzida nos protocolos de tratamento da DF a partir
de 2002, mediante a Portaria de n°872 do Ministério da Salde (200).

Até os dias atuaisa HU constitui o tratamento farmacoldgico mais consolidado no manejo
dos individuoscom DF. E o Unico medicamento que, efetivamente, tem forte impacto na melhora
da qualidade de vida, reduzindo o numero de episddios algicos agudos, diminuindo as
necessidades transfusionais, 0 nimero de hospitalizagbes, o tempo de internacéo, a ocorréncia
de sindromes toracicas agudas, e, possivelmente, de eventos neurolégicos agudos, além de
demonstrar, de maneira contundente, reducdo do numero de 6bitos decorrentes da DF, quando
comparado ao grupo de pacientes que nao faz uso da droga (25,26,29,30).

A HU é um antimetabdlito citorredutor e citotoxico que atua diretamente na via da sintese
de DNA, por inibir a acdo da enzima ribonucleotideo redutase, reduzindo a formacéo de
desoxiribonucleotideos a partir de seus ribonucleosideos precursores (201).

Sua via de administragdo é oral. No Brasil a apresentacdo da droga é em capsulas de
500 mg. Tem uma excelente biodisponibilidade oral, sendo absorvida rapidamente, atingindo nivel
plasmatico maximo entre 20 e 30 minutos (respondedores rapidos) e 60 minutos (respondedores
lentos) apds sua administracdo. A meia-vida plasmética é de 2 a 4 horas. E metabolizada no figado e
excretada principalmente por via renal. A dose recomendada na DF varia de 15-35mg/Kg/dia.
Né&o é recomendado extrapolar a dose maximatolerada (DMT) de 35mg/Kg/dia, na tentativa de evitar

a ocorréncia de toxicidade hepatica, hematoldgica, renal e gastrointestinal (202,203).
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A resposta terapéutica favoravel a HU é indicada, principalmente, por meio do aumento
nos niveisde HbF em 5% a 15% e do aumento da hemoglobina total em cerca de 1 g/dl, em 4 a
12 semanas ap06s o inicio do tratamento (202,204).

Individuos com DF tratados com HU apresentam aumento da concentracdo de hemoglobina
corpuscular médiae do volume corpuscular médio, reducdo da contagem de reticuldcitos e plaquetas,
reducdo do numero de leucdcitos, dos neutrdfilos e outros granuldcitos (participantes diretos dos
fendmenos inflamatdrios/vaso-oclusivos da doenca), aumento do nimero de —F cellsl e reticuldcitos
F. Ha aumento de solubilizacdo e diminuicéo de polimerizagdo da HbS, com maior deformabilidade
dos eritrécitos, que podem estar indiretamente relacionados a estabilizagdo do cotransporte de Na,
K e Cl e consequente aumento da hidratacdo eritrocitaria. Em Gltima instancia, ha reducdo da
hemolise, com aumento da sobrevida eritrocitaria e aumento da concentracao total de Hb (Figura 9)

(27,173,202,205,206).
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Figura 9: Mecanismo de Acdo e os Efeitos Benéficos do Uso de Hidroxiureia na Doenca Falciforme.

(1) Inducdo de sintese da HbF (2) Citotoxicidade na medula 6ssea e consequente diminui¢cdo do nimero de
leucdcitos, plaquetas e reticuldcitos no sangue periférico. (3) Diminuigéo daexpressdo de moléculas de adeséo
nos neutrdfilos e reticuldcitos circulantes, reduzindo a adesividade e o dano as células endoteliais.

(4) Macrocitose e aumento da hidratacdo eritrocitaria, diminuindo a hemolise e a eritrofalciformacéo. (5)
Doac¢do de NO, resultando em vasodilatag 8o e seus outros efeitos benéficos.

Erythroid progenitor (progenitor eritroide); Hydroxyurea (hidroxiureia); Megakaryocyte (megacaridcitos);
Bone marrow (medula éssea); Myeloid precursor (precursor mieloide); Reticulocyte (reticuldcitos); Neutrophil
(neutrdfilos); Erythrocyte (eritrécitos); Blood vessel (vaso sanguineo); Endotelial cell (célula endotelial);
Nitric oxide (6xido nitrico). Figura adaptada de (27).

A despeito dessa série de efeitos favoraveis, o tratamento com HU pode causar eventos
adversos como mielossupressao, lesdes ulcerativasem membros inferiores, hiperpigmentacéo cutanea
e ungueal e aumento dos niveis de TNF-a, favorecendo o surgimento ou potencializando o0s
episodios algicos agudos (207).

A HU esta indicada para individuos com AF ou S/p’-talassemia que apresentem trés
ou mais episadios algicos agudos nos Ultimos 12 meses, um ou mais episodios de STA nos Ultimos
24 meses, individuos com disfungBes organicas e episodios vaso-oclusivos graves ou com anemia

sintomatica (sindrome anémico) (202,204,208).
A dose inicial recomendada é de 15mg/kg/dia, umavez ao dia. Na auséncia de toxicidade,

esta dose deve ser aumentada em 5mg/kg/dia, a cada 12 semanas, até atingir a
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DMT, ou seja, a maior dose que causa melhora das manifestacfes clinicas sem eventos adversos
graves, sem ultrapassar a dose maxima recomendada de 35mg/kg/dia. E necesséria uma
monitorizagao cautelosa durante o tratamento com HU, por meio da avaliagdo do hemograma,
provas de funcdo hepatica e provas de funcdo renal periddicas (202,204,208,209).

Em um estudo pioneiro de fase Ill, observou-se uma reducdo de aproximadamente 50%
na frequéncia das hospitalizacGes, de episddios algicos agudos, de eventos de sindrome toracica aguda
e das necessidades de transfusdo de concentrado de glébulos vermelhos nos individuos tratados com
HU quando comparados com o grupo de individuos com AF que receberam placebo (25).

Esses achados em adultos com DF tratados com HU foram confirmados posteriormente
em uma populacdo pediatrica de individuos com DF tratados com HU, em um estudo de Fase |lI,
multicéntrico, duplo-cego, controlado por placebo denominado BABY HUG (21).

O tratamento com HU em criangcas com DF reduz a ocorréncia de infarto esplénico, a
diminuicéo natural da HbF associada ao aumento da faixa etaria e a incidéncia de dactilite (21).

Ha estudos em populaces pediatricas de portadores de DF que demonstraram melhora da
qualidade de vida (210,211), estabilizacdo da hiperfiltragdo renal (212) e da hipostendria (21,213) e
melhora o fluxo vascular cerebral (214,215). O uso prolongado na populacdo pediatrica diminui a
anemia, marcadores de hemolise, contagens de leucécitos e plaquetas e aumenta o volume
corpuscular médio (91).

Um estudo multicéntrico, com seguimento de pacientes adultos com crises vaso- oclusivas
frequentes, tratados com HU por nove anos, demonstrou também reducdo na mortalidade. Nesse

estudo, a maior sobrevida foi correlacionada com o aumento da HbF e
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com a menor incidéncia de eventos vaso-oclusivos (7). Posteriormente, Voskaridou e colaboradores
(26), apos seguimento de 17 anos, evidenciaram que a probabilidade de sobrevida em 10 anos
em um grupo de individuos com DF tratados com HU foi de 86% comparado com 65% no grupo
ndo tratado com HU (P =.001). O aumento da sobrevida no grupo tratado com HU ficou evidente,
mesmo que este grupo de pacientes apresentasse formas mais agressivas da doenca (26).

Em dois estudos brasileiros atuais também foi observada significativa diminuicdo da
mortalidade nos individuos com DF tratados com HU, quando comparados ao grupo de individuos
nao tratados com HU, tanto na populacdo de adultos quanto na pediatrica (29,30).

Entre as hipoteses relacionadas ao mecanismo de acdo da HU, no que tange ao aumento
da HbF, uma das mais aceitas atualmente é a evidenciada pela rapida regeneracdo de células jovens
comprometidas com a linhagem eritroide ap6s uma fase de citorreducdo. Devido a sua acao
inibitéria sobre a enzima ribonucleotideo redutase, prolonga a fase S do ciclo de divisdo celular,
alterando a cinética de proliferacdo eritroide e favorecendo a formacéo das —F cellsl a partir de
precursores eritroides primitivos e de divisito mais lenta. Esse efeito deve-se a inibicdo da
producdo de eritrocitos que contém grandes concentracbes de HbS, constituidos a partir dos
precursores eritroides maduros de acelerada proliferacdo e do aumento da expressao direta do

gene da y-globina (14,199,216).
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Emboraa HU tenha sido utilizada inicialmente no manejo dos individuos com DF devido
a sua capacidade de induzir o incremento da sintese de HbF, ha um grande nimero de individuos em
que ndo ocorre aumentoda HbF e casos em que ha melhora clinica, mesmo antes de apresentarem
aumento significativo dos niveis de HbF, sugerindo que a inducdo de HbF, isoladamente, ndo
explicaria todos os efeitos benéficos do tratamento com HU e que outros mecanismos de acdo
da droga estdo envolvidos (27,202).

Hé estudos que sugeriram que a reducdo de leucdcitos, plaquetas e reticulécitos, ligados
ao tratamento com HU, poderia estar correlacionada com a diminuicdo da aderéncia ao
endotélio vascular e a consequente reducdo dos fenbmenos vaso-oclusivos (217).

Em alguns estudos, a diminuicdo da contagem de neutrdfilos no sangue periférico foi o
parédmetro biologico mais fortemente relacionado com o efeito benéfico da HU, sugerindo que a
reducdo dos neutrofilos possa ser um dos alvos preferencias do tratamento (218,219).

O tratamento cronico dos pacientes com HU reduz a expressdo e a atividade de moléculas
de adesdo namembrana celular dos eritrdcitos, das celulas endoteliais e dos leucécitos, diminuindo
a vaso-oclusdo. Foi demonstrado que, em individuos com DF que fazem uso de HU, a adeséao
de neutréfilos a fibronectina e ao ICAM-1 é significantemente diminuida quando comparada a
individuos com DF que ndo fazem tratamento com HU. O grupo tratado apresentou niveis de
adesdo dos neutrofilos semelhantes a niveis de adesdo de individuos normais (220). No entanto, alguns
estudos demonstram que o tratamento com HU n&o é capaz de reduzir 0s niveis séricos de citocinas

inflamatorias, como a IL-6, IL-8 e IL-10 (173,221).



70

O NO tem papel significativo no mecanismo de agdo da HU (146,149,222). O NO pode
ser produzido a partir da oxidagdo da HU, in vitro e in vivo (223). Outros estudos demonstraram
que a HU atuaria regulando de maneira positiva 0 TNF-alfa, que, por sua vez, agiria sobre a
enzima éxido nitrico sintetase (eNOS), estimulando sua fosforilagdo e a ativagdo, que resultaria
no aumento da sintese de NO (220,223,224). Portanto, ambos 0s mecanismos podem estar
envolvidos na produgdo de NO mediada pela HU (225). Outro efeito da HU in vivo seria a
diminuicdo do sequestro de NO pela Hb livre (156).

Alguns estudos evidenciaram que a HU também é umadoadora de NO. A HU é oxidada
pela Hb gerando a nitrosilhemoglobina e NO (226,227), além de gerar NO por meio da acéo das

enzimas peroxidase, urease e catalase (228).
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Figura 10: Producdo de Oxido Nitrico pelaHidroxiureia.

Oxidagdo quimica da hidroxiureia (1) a 6xido nitrico (NO) e intermediarios: radical nitroxido (2) e C-
nitrosoformamida (3).

Fonte: KING (229).

O NO ativa a enzima guanilato ciclase soldvel (sGC) e aumenta 0s niveis de guanosina
monofosfato ciclica (cGMP) (149). Um dos mecanismos pelos quais a HU induz a expressdo de

v-globina abrange a via da guanilato ciclase, aumentando os niveis de cGMP (223,230).
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Foi observado ainda que a HU apresenta propriedades antioxidantes, ao inibir a
hidroperoxido terc-butil, responsavel pela producéo de hidroperoxidos, contribuindo para a redugao
da peroxidacdo lipidica, da formacdo de radicais livres e da formacdo de meta- hemoglobina no
interior dos eritrocitos (28,224).

Apesar de seu uso ser considerado um marco histérico no tratamento da DF e de ser
amplamente utilizada em pacientes com DF, a HU parece ter atividade clastogénica, carcinogénica,
mutagénicae teratogénica, sugerindo que se deva ter uma cuidadosa avaliagdo da relacéo entre
riscos e beneficios do seu uso (173,231).

Os relatos na literatura sobre os possiveis danos ao DNA em individuos expostos sao muito
controversos. Levando em conta o potencial citotoxico da HU, os estudos clinicos envolvendo o
tratamento de pacientes com DF se preocuparam em acessar a toxicidade e a seguranca do uso
prolongado da HU, tanto em adultos quanto em criancas tratadas. Em um estudo de revisdo da
literatura, foram encontrados quatro casos de neoplasias malignas desenvolvidas durante o tratamento
com HU, dos quais apenas dois pareciam ter relacdo com a exposicdo a HU (232).

Steinberg e colaboradores (7), ao avaliarem o impacto da HU sobre a morbidade e a
mortalidade em pacientes adultos com DF, ao longo de nove anos de tratamento, observaram trés
casos de cancer, dos quais um foi fatal, em um total de 299 pacientes analisados (7).

Outros estudos demonstraram que a HU é genotoxica (32,33,233). Um estudo que procurou
avaliar o dano ao DNA utilizando a anélise de leuctcitos do sangue periférico individuos com AF
tratados com HU por meio da técnica do cometa evidenciou um maior indice de dano do DNA
em individuos com AF expostos a HU quando comparados com individuos normais (p < 0.05)
(32).

Nesse contexto é importante 0 desenvolvimento de estudos que avaliem a segurancada
HU, a fim de obter informagdes mais consolidadas sobre a genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade desse medicamento, para que 0s riscos e beneficios sobre

o tratamento sejam avaliados individualmente (233).



72
Quando a HU é administrada na dose maxima tolerada, a HbF aumenta para niveis que

geralmente oscilam entre 10% a 40%. No entanto, a variabilidade de resposta quanto ao
incremento da taxa de HbF entre os diversos individuos € muito grande, a dose maxima
tolerada entre os diferentes portadores de DF é muito variavel e ndo ha preditores de resposta
acurados relacionados ao tratamento com HU nos individuos com DF até a presente data (94).
Cerca de 25% dos pacientes com DF ndo apresentam resposta clinica favoravel ao uso de

HU. Portanto, é necessario o desenvolvimento de estudos robustos, capazes de esclarecer quais 0s
preditores de resposta a HU, para identificar previamente os individuos que ndo respondem ao
tratamento, a fim de evitar a exposicdo do paciente a uma droga potencialmente tdxica,

desnecessariamente (32).

27361 1. Preditores Hematimétricos de Resposta ao Tratamento com
Hidroxiureia

A transicdo da HbF para HbS em criangas com hemoglobinopatia SS ocorre de maneira
mais gradual do que a transicdo da HbF para HbA em criangas que ndo sdo portadoras de
variantes hemoglobinicas. A HbF na DF somente estabiliza sua taxa de sintese entre os 3 a 4 anos
de idade, permanecendo constante para o resto da vida apos esta faixa etaria, caso o individuo
ndo utilize medicacOes que interfiram com a taxa de sintese das y- globinas (16).

Preditores de resposta ao tratamento com HU na DF, particularmente no que diz respeito
ao aumento do percentual de HbF, foram previamente propostos. Os estudos originais de Fase |
e Il em adultos com DF evidenciaram que as melhores respostas quanto ao incremento da taxa
de HbF ocorriam naqueles individuos com HbF e com contagem de leucécitos basais mais

elevada (234).
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No Multicenter Study of Hydroxyurea (MSH), as melhores respostas a HU, no que se refere
ao aumento da taxa de sintese da HbF, ocorreram nos individuos com contagem absoluta de
neutrdfilos e de reticuldcitos mais elevada, bem como naqueles que apresentaram maior diminuicdo
na contagem de neutrdfilos e de reticuldcitos em relacdo ao nivel basal, entretanto, o nivel basal de
HbF nédo foi preditivo (38).

Nos estudos de Fase | e 1l com populacéo pediatricacom DF, as maiores taxas de HbF em
individuos tratados com HU foram observadas no grupo com HbF, leucécitos e reticuldcitos
basais mais elevados e naqueles que apresentaram maiores diminui¢des na taxa de reticulocitos,
na contagem de leucdcitos e maior aumento do VCM, ap06s o tratamento com HU. Porém, nenhum
desses parametros se correlacionou, de forma acurada, com o grau de resposta a HU no que diz
respeito ao incremento da HbF em relacdo aos niveis basais, quando foram estudadas outras

populacdes de individuos com DF tratados com HU (235).

21362 2. Preditores Genéticos de Resposta ao Tratamento com Hidroxiureia

Estudos que buscam preditores genéticos de resposta ao tratamento com HU no incremento
da taxa de sintese de HbF na DF sdo raros na literatura médica (16,40).

A auséncia do hapldtipo CAR se correlacionou a um maior incremento da taxa de HbF
em individuos com DF tratados com HU no estudo MSH (38). Em contrapartida, em um estudo
brasileiro, 0 haplétipo CAR demonstrou melhor resposta na elevacdo da HbF em individuos com
AF tratados com HU, quando comparado aos demais hapl6tipos (236).

No estudo realizado com nossa coorte de pacientes do Centro de Referéncia em Anemia
Falciforme do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ndo houve correlagdo entre variantes
haplotipicas e a expressdo de HbF (194).

Costa e colaboradores (239) investigaram o perfil de expressdo génica diferencial em células
da medula 6ssea de uma paciente com AF antes e apds a exposicdo a HU, por meio da
metodologia de Serial Analysis of Gene Expression. Nesse estudo, foram identificados 147 genes

com expressao diferencial, envolvidos na regulacdo dos processos de transcricdo e
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tradugdo, tais como ARHGAP4, CENTB1, EGR-1 e o RIN3. Genes associadas a atividades

transcricionais e de sintese de proteinas apresentaram aumento moderado em seu padrdo de
expressao apos a exposicdo a HU. A categoria funcional atividade repressora da transcrigdo
(transcriptional repressor activity), estabelecida de acordo com o Gene Ontology
(www.geneontology.org), apresentou uma diminuicdo de expressdo apds a exposicdo a HU na
avaliacéo global dos transcritos. Os achados nesse estudo sugerem que provavelmente a HU induza
a uma alteracdo global no padréo de expressao génica (237).

O efeito da HU na expressao génica dos reticulécitos em portadores de DF também foi
estudado, e 0s genes com expressao alterada encontrados nesse estudo, tais como SUDS3, FZD5
e PHC3, estavam associados com a regulacéo da expresséo de globinas (238).

Observou-se que o ERK1 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1) tem niveis de
fosforilagdo diminuidos em células da linhagem eritroleucémica K562 expostas a HU, enquanto
P38 tem seus niveis aumentados. Essas proteinas fazem parte da familiade MAPKSs (RAS-mitogen-
activated Protein Kinases), proteino-quinases comprometidas com a regulacdo de indmeros de
processos celulares, tais como a diferenciacdo, a sobrevivéncia e a proliferacdo celular
(239,240).

Wang e colaboradores (241) demonstraram que varios genes sofrem modificacfes de
expressdo induzida pela HU. Utilizando microarranjos em células da linhagem AC133*
expostas e nao expostas a HU, foi avaliada a expressdo de genes envolvidos no controle do
ciclo celular, apoptose e varias vias de transducdo de sinal. A exposicdo a altas concentracGes
de HU levou a um aumento significativo da expressdo de genes associados com apoptose (DR5,
CASPASE 3, CASPASE 10, BAX e BCL-XL) e com o ciclo celular (P21, SKP-1,

GADD45 e MDM?2). Ja a exposicdo a baixas concentracbes de HU aumentou a  expressdo de
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genes atuando em diversas vias celulares, como o fator de transcricdo EGR1 (Early Growth Response
1). Esse estudo também demonstrou que a expressdo dos fatores de transcricdo GATA-1 e GATA-

2, nas células eritroides, sofrem alterac6es induzidas pela HU em cultura liquida duas fases(241).

2133 3. Impacto dos Polimorfismos Genéticos na Expressdo da Hemoglobina

Fetal em Portadores de Doenca Falciforme Tratados com Hidroxiureia

A concepcdo atual é a de que uma atuacdo conjunta de genes que desempenham papel de
fatores de transcricdo ou com outras fungdes celulares relevantes poderia vir a contribuir para a
compreensdo do complexo mecanismo de acdo da HU. Portanto, os estudos da expresséo génica
tém fundamental importancia para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
acdo da HU. A influénciada HU na expressdo génica de pacientes com DF comegou a ser mais
estudada na Gltima década, principalmente por estudos que utilizaram a metodologia de analise
de expressdo génica em larga escala (85).

Os estudos na literatura médica que procuraram avaliar o impacto dos polimorfismos genéticos
na expressdo da HbF em individuos com DF tratados com HU, na tentativa de explicar a grande
variabilidade de resposta a este farmaco neste grupo de individuos, especialmente no que diz respeito
a expressdo da HbF sdo raros (16,39,40,85,242). A maioria desstes envolveu populagdes
pediatricas (16,39,40,85,242).

Ma e colaboradores (85) avaliaram a variabilidade de resposta no incremento da HbF em
individuos com AF tratados com HU. Nesse estudo foram avaliados os polimorfismos de
29 genes candidatos previamente relacionados a expressdo da HbF, envolvidos no metabolismo
da HU e relacionados a proliferacdo dos progenitores eritroides. Foram incluidos 137 pacientes
com AF tratados com HU. Os estudos de polimorfismos de nucleotideos Unicos revelaram que 0s

polimorfismos das regides génicas 60922.3-23.2 e 8911-gl2 e dos genes
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ARG2, FLT1, HAO2 e NOS1 estavam fortemente associados a modulacéo de resposta da expressao
da HbF neste grupo individuos tratados com HU. A conclusdo do estudo foi a de que
polimorfismos em genes que regulam a expressdo de HbF, o metabolismo da HU e a proliferacédo de

progenitores eritroides devam modular os diferentes graus de resposta a HU observados (85).

Kumkhaek e colaboradores (242) avaliaram se os polimorfismos do promotor SAR1A, que
exerce um papel fundamental na indugdo do gene HBG e na maturacdo eritroide, teriam algum
impacto na regulacdo da expressdo génica da HbF em individuos com AF tratados e ndo
tratados com HU. Foram estudados 386 individuos adultos e pediatricos e 69 individuos com AF
foram tratados com HU. Trés SNPs upstream  a regido 5'UTR (-809 C>T, -502 G>T e
-385 C>A) foram associados significativamente a uma maior resposta no incremento da HbF nos
individuos tratados com HU (P < 0.05). Ainda, outros quatro SNPs (rs2310991, -809 C>T, -
385 C>A e rs4282891) foram associados significativamente com o incremento na taxa de HbF
apos 2 anos de tratamento. Esse estudo sugeriu que variacdes do elemento regulatorio SARLA pode
contribuir para as diferencas interindividuais na regulacdo da expressdéo da HbF e para as
diferencas de resposta a HU nos portadores de AF (242). Esses achados, porém, ndo foram
confirmados em estudos posteriores (73,79,81,95).

O estudo HUSTLE (Hydroxyurea Study of Long-Term Effects) foi desenhado para
avaliar dados quanto a farmacocinética, a farmacodinamica e a farmacogenética em uma
populacdo pediatrica com DF que estava iniciando tratamento com HU. A andlise
farmacogenética evidenciou, por meio de polimorfismos de nucleotideos Unicos, que 5
polimorfismos do gene BCL11A (rs1427407, rs766432, rs4671393, rs7557939 e rs11886868),

o polimorfismo Xmn1-HBG2 e 1 polimorfismo do gene HBE (rs7130110) influenciavam o
percentual HoF basal, mas ndo a DMT de HU nem mesmo o percentual de
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HbF apos o tratamento com HU. J& os polimorfismos dos genes ARGL (rs17599586) e ARG2
(rs2295644) influenciaram no percentual de aumento da HbF ap6s o tratamento com HU (39).

Green e colaboradores (16) avaliaram criancas com DF em um estudo observacional quanto
aos polimorfismos de nucleotideo unico de loci candidatos relacionados a expressao da HbF, em
individuos expostos e individuos ndo expostos ao tratamento com HU. Nesse estudo, foram
demonstradas fortes associacbes com 6 polimorfismos do gene BCL11A (rs1427407, rs766432,
rs11886868, rs4671393, rs7557939, rs10184550), dos loci Xmnl-HBG2 e da epsilon globina:
HBE (rs7130110), com uma varidncia aditiva atribuida a estes loci de 23% no grupo de ndo
expostos a HU. No grupo de criangas com DF expostas a HU, o nivel basal de HbF explicou
33% dos niveis induzidos com HU. Foi atribuida ao polimorfismo do loci HBE (rs7130110)
uma variacédo adicional de 13% dos niveis basais de HbF, ao passo que os polimorfismos dos loci
Xmnl-HBG2 e BCL11A ndo contribuiram para a variacdo da HbF além dos niveis basais no
grupo tratado com HU (16).

Em um recente estudo, que procurou identificar novos genes relacionados a resposta a HU
na expressdo de sintese da HbF em criangas portadoras de AF, por meio de metodologia de
analise de expressdo génica em larga escala, encontrou-se uma associagdo entre o polimorfismo
do gene SALL2 com maior expressdo de HbF em criancas tratadas com HU (40), ainda ndo
havia sido previamente relatado. O gene SALL2 estd envolvido com a maturacao das células
hematopoéticas e com o ciclo celular (243). Esse gene possui a mesma regido conservada de 12
aminodcidos naregido N-terminal que o gene BCL11A (103,244). Essa regido génica é essencial
para a ligagdo dos complexos de remodelagdo do nucleosoma e histona deacetilase (NuRD), que
incluem as histonas deacetilases HDAC1 e HADAC2. Tanto a HDAC1 quanto a HDAC2 atuam
como correpressores do gene da y-gobina. A variante do gene SALL2 (rs61743453) determina

uma troca de prolina por arginina no residuo 840, que



altera a expressao génica. Dessa forma, a variante PB40R SALL2 estaria associada a maior

expressédo de HbF (40).
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3. JUSTIFICATIVA

A elucidacéo dos mecanismos envolvidos na expressao dos genes HBG é matéria de grande
interesse da pesquisa médica atual, uma vez que a sintese continuada de HbF durante a vida adulta
é um fator de prognostico favoravel em hemoglobinopatias graves, como na DF e na B-talassemia
(61,190). Portadores de DF podem ter niveis de HbF que variam de 1% a 30% (245), e 0s que
expressam maior quantidade de HbF tém menor morbidade e mortalidade relacionadas a doenca
(18,246-248).

Mais recentemente, uma vez reconhecida a variabilidade da expressédo da HbF em individuos
normais e individuos com B-hemoglobinopatias, varios estudos de associagcdo genética procuraram
explicar essa variacao (34-37,71-83).

Os estudos de polimorfismos genéticos tém demonstrado a influéncia de modificadores
epigenéticos na regulacdo da expressdo dos genes HBG. Esses elementos estdo localizados,
principalmente, nos cromossomos 2p15, 6923 e 11p15, onde se localizam o oncogene BCL11A,
a regido intergénica HBS1L-MYB (HMIP) e o polimorfismo Xmnl- HBG2. Esses 3 QTLs detém
20% a 50% do controle da expresséo dos genes HBG (34-37,72— 83).

A HU é uma droga capaz de estimular a sintese de HbF. Quando a HU € administrada na
DMT, a HbF aumenta para niveis que geralmente oscilam entre 10 a 40%. No entanto, a variabilidade
de resposta quanto ao incremento da taxa de HbF entre os diversos individuos é muito grande, a
DMT entre os diferentes portadores de DF é muito variavel e ndo dispomos de preditores de

resposta acurados relacionados ao tratamento com HU nos individuos com DF (94).

A HU tem potencial genotoxico, conforme demonstrado por alguns estudos (32,33,236).
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Os estudos que procuram avaliar determinantes genéticos de resposta @ HU em portadores
de DF sdo raros na literatura médicae o0s resultados sdo conflitantes (16,39,40,86,245).

Né&o dispomos de estudos em nossas populacées no que diz respeito ao impacto dos principais
polimorfismos do locus Xmnl1l-HBG2, do oncogene BCL11A e da regido intergénica HMIP-
2, na expressdo da HbF em individuos com AF tratados com HU.

Realizamos o presente estudo para um melhor entendimento da associagdo dos polimorfismos
genéticos Xmn1-HBG2; rs7482144, rs4671393 e rs11886868 do oncogene BCL11A, rs9399137
e rs9402686 da regido intergénica HMIP-2, com a expressdo da HbF e com o comportamento de
parametros hematimétricos, em individuos com AF tratados com HU. Ainda pretendemos conhecer
0 comportamento epidemioldgico desses polimorfismos em nossas populacfes de portadores de AF.

A escolha dos SNPs do locus Xmnl-HBG2; rs7482144, rs4671393 e rs11886868 do
oncogene BCL11A; rs9399137 e rs9402686 da regido intergénicaHMIP-2 se deveu as suas fortes
correlagbes com a expressdo da HbF, observadas em estudos prévios, tanto em individuos
normais quanto em portadores de B-hemoglobinopatias (36,73,94,97,249).

Nesta seara, umamelhor compreenséo da regulacdo génica da resposta a HU podera nos
ajudar a estabelecer marcadores precoces de gravidade da doenga, avancar no entendimento dos
fatores de variabilidade de resposta a HU, evitando a exposicdo desnecessaria de individuos
que, previamente selecionados, ndo vao responder favoravelmente a este farmaco de potencial
genotoxico. Além disso, podera contribuir para a definicdo de critérios mais claros para indicacdo de
outras abordagens terapéuticas, como o transplante alogeneico de medula G6ssea e para 0

desenvolvimento de novos alvos terapéuticos futuros, por meio da terapia génica.
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Também, uma vez validados, estes preditores progndsticos poderdo ter impacto no

aconselhamento familiar desse grupo de pacientes.

4. MARCO CONCEITUAL DO ESTUDO

A AF apresenta grande variabilidade fenotipica.

Um dos principais responsaveis por esta variabilidade é a expressdao da HbF.

Portadores de AF que expressam maiores gquantidade de HbF tém menor morbidade e
mortalidade.

Ha uma grande variacdo na taxa de sintese de HbF entre os individuos com AF e isto é uma
das explicacdes para a grande diversidade fenotipica observada no curso clinico da doenca.

A HU ¢ capaz de estimular a producdo de HbF. Porém, a resposta & HU € erratica e ndo
ha preditores de resposta definidos na literatura.

Ha trés principais QTLs que regulam a expressao da HbF: o0 BCL11A, o HMIP e 0 Xmnl-
HBG2.

Elucidar o impacto desses trés loci na expressdao da HbF e nos marcadores hematimétricos
de resposta a HU em portadores de AF podera melhorar o0 manejo terapéutico deste grupo de
individuos, selecionar grupos de pacientes com melhor resposta a HU, criar perspectivas para novos
alvos terapéuticos por meio da terapia génica e ter implicagdes no aconselhamento familiar desta

hemoglobinopatia.
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OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO PRIMARIO:

Awvaliar o impacto dos polimorfismos de nucleotideo Unico do 16cus Xmn1-HBG2; rs7482144,
rs4671393 e rs11886868 do oncogene BCL11A; rs9399137 e rs9402686 da regido
intergénica HMIP-2, na expressdo dos niveis de hemoglobina fetal em individuos com
anemia falciforme, em tratamento com hidroxiureia, atendidos no Centro de Referéncia

de Anemia Falciforme do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CRAF-HCPA).

5.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS:

Awvaliar o impacto dos polimorfismos de nucleotideo Unico do I6cus Xmn1-HBG2; rs7482144,
rs4671393 e rs11886868 do oncogene BCL11A; rs9399137 e rs9402686 da regido
intergénica HMIP-2, nos indices hematimétricos nesta populacdo de individuos com
anemia falciforme, em tratamento com hidroxiureia, atendidos no Centro de Referéncia
de Anemia Falciforme do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CRAF-HCPA).

Avaliar o comportamento epidemiologico polimorfismos de nucleotideo Unico do l6cus
Xmnl-HBG2; rs7482144, rs4671393 e rs11886868 do oncogene BCL11A; rs9399137 e
rs9402686 da regido intergénica HMIP-2 na populacéo de individuos com anemia falciforme
atendidos no Centro de Referéncia de Anemia Falciforme do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (CRAF-HCPA).
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ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is an inherited blood disorder, causing significant mortality and morbidity.
Although a monogenic disease, individuals with SCA exhibit widespread variability in laboratory
and clinical phenotypes. Fetal hemoglobin (HbF) is one of the major contributors to the significant
phenotypic heterogeneity of SCA. High levels of HbF are a very well characterized factor that
reduces SCA morbidity and mortality. HbF levels vary considerably, not only in patients with
hemoglobin disorders, but also in healthy normal adults. Genetic polymorphisms at three principal
loci (Xmn1-HBG2 on chromosome 11p, HBS1L-MYB (HMIP) intergenic region on chromosome
6q, and oncogene BCL11A on chromosome 2p) have been shown to influence HbF levels and
disease severity in B- thalassemia and SCA.

Hydroxyurea (HU), a ribonucleotide reductase inhibitor, is one drug that increases HbF inSCD
patients, with robust laboratory and clinical benefits, reducing morbidity and mortality. Most, but
not all patients respond to HU treatment with an increase in HbF, and as with baseline HbF
concentrations, the magnitude of the response to HU has an enormous variability. In addition,
interpatient maximum tolerated dose (MTD) is variable. Accurate predictors of HU responses do
not currently exist. We have investigated the influence of the single nucleotide polymorphisms
(SNPs) at the locus Xmnl-HBG2; rs1427407, rs4671393 and rs11886868 at the oncogene
BCL11A; rs9399137 and rs9402686 at the intergenic region HMIP-2 on baseline and on HU-
induced HbF levels and on hematological parameters in SCA patients from Southern Brazil.

We studied 121 SS patients (56% females), with ages from 1 year and 9 months to 54 years (mean
19 + 14) years, in treatment with doses of HU ranged 8,6 - 42, 8 (mean23+7, 6)
mg/kg/day, during 6- 254 (mean 102+ 67) months.

Better response to HU on HbF levels at the end of the study was correlated with a higher

HDbF at baseline (r=0, 40; P < 0,001), a higher total hemoglobin (Hbt) at baseline (r=0,26; P
=0,005) and a larger time of exposition to HU (r =-0,30; P =0,001).

HbF levels at the baseline were strongly influenced only by the 2 HMIP-2 variant tested (rs9399137
and rs9402686) after multiple linear regression analysis adjusted for age at the start of HU and
gender. Allele C of the SNP HMIP-2 rs9399137 explained 5.7% (B=0,59; P=0,01) of the total
variation of the baseline HbF while allele A of the SNP HMPI-2 rs9402686 explained 8.4%
(B=0,62; P=0,002) of this trait.

Allele T of the SNP BCL11A rs1427407 explained 7.6 % (B = 5,99; P = 0,017) of HbF final
variation, allele A of the SNP BCL11A rs4671393 explained 4.5% (B=5,25; P= 0,025) of this
variation and the allele C of the SNP BCL11A rs11886868 explained a variation of 4.3% (B = 4,05;
P =0,029) inthe final HbF.

When we analyzed the variation of final HbF minus baseline HbF (delta HbF), we observed that
allele T of the BCL11A rs1427407 had a strong influence, and accounted for 7.6% (B = 0,29; P
= 0,035) of the variation in delta HbF.

We observed that all the SNP BCL11A rs1427407 has a significant impact on HU-induced HbF
levels. Studies with more expressive populations are needed to validate these findings and
additional loci may be identified through independent genome-wide association studies (GWASS) to
explain the ample HbF and phenotypic inter-individual variations observed in baseline and HU-
induced in SCA patients. Therefore, accurate prediction of HU responses on SCA remains a
challenging objective.

Key words: Sickle cell anemia; Fetal hemoglobin; Single Nucleotide Polymorphism; Hydroxyurea.
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Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is among the most common genetic disorders worldwide with
300,000 annual affected newborns, and has a major impact on global economy, health, and
mortality, especially in developing countries (1).

Although SCA is a monogenic Mendelian disorder caused by a single point mutation
(homozygosity for HBB glu6val), withinthe gene encoding the B-subunit of adult Hb (HbA, a232)
clinical manifestations of the disease include striking phenotypic heterogeneity, displaying a
remarkable diversity of disease severity, that involves many genetic and environmental factors.
SCA is characterized by deformation of erythrocytes (sickling), with severe hemolysis
and vaso-occlusive phenomena, resulting in hypoxic/ischemic tissue injury, multiorgan
dysfunctions, pain crisis and early mortality (2).

Normal human adults usually have less than 1% of HbF in peripheral blood, which is
heterogeneously distributed among a subpopulation of erythrocytes caled —Fcelsl. There is a notable
variation in the concentration of HbF not only in normal populations, but also in individuals with
SCA and p-thalassemia. Although the majority of adults have an HbF of less than 0.6% of total
hemoglobin, 10-15% of individuals have increases ranging from 0.8% to 5% In SCA there isan
interindividual variation ranging from 1to 30% (3).

Increased levels of HbF may reduce SCA anemia severity (decreasing morbidity
and mortality), due to their ability to inhibit the sickle Hb (HbS) polymerization (that
leads to erythrocyte damage and dysfunction) and reduce the mean corpuscular HbS
concentration (4).

Adult levels of HbF are highly heritable. GWASs have demonstrated, in normal population

and in individuals with hemoglobin disorders, that the synthesis of HbF is
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genetically controlled by elements linked to the HBB gene-like cluster and by several
quantitative trait loci (QTLs) (5-7).

To date, GWASs have identified 3 major QTLs with robust and reproducible statistical
evidence at Xmnl-HBG2 on chromosome 11pl5, HBSIL-MYB intergenic region on
chromosome 6923, and BCL11A on chromosome 2p16 that account for 20-50% of the common
variation in HbF levels in patients with SCD, B-thalassemia, and in healthy adults. Two of the
major QTLs include oncogenes, highlighting the importance of cell proliferation and differentiation
as an important contribution to the HbF phenotype (8).

Additionally, these 3 QTLs were associated with the pain crisis rate in sickle cell disease
(SCD) (9).

Newborn screening, preventive therapy (e.g., early antibiotic prophylaxis and vaccination),
and parental guidance and counselling have mainly reduced morbidity and early mortality from SCD.
Despite these advances for improving clinical outcomes of SCD, overall mortality is substantially
increased and life expectancy decreased when compared with the general population, particularly
in developing countries (1).

Hydroxyurea (HU), a ribonucleotide reductase inhibitor, is a worldwide used antineoplastic
drug, which reduces morbidity and mortality and improves many hematological and clinical
outcomes by increasing HbF (mainly through soluble guanylyl cyclase activation and altered
erythroid Kinetics) in adults and pediatric populations with SCD. Other potentially beneficial
effects including lower neutrophil and reticulocyte counts from ribonucleotide reductase inhibition
and marrow cytotoxicity; decreased adhesiveness and improved rheology of circulating neutrophils
and reticulocytes; reduced hemolysis through improved erythrocyte hydration, macrocytosis, and

reduced intracellular sickling; and nitric oxide (NO) release (10-12).
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In 1995, the pivotal Multicenter Study of Hydroxyurea (MSH) phase 111 trial for adults with
SCD demonstrated the remarkable clinical impact of HU: approximately 40% reduction in the
incidence of acute pain episodes, acute chest syndrome, and hospitalization (13).

These results led to approval of HU for use in symptomatic SCD by the US Food Drug
Administration (FDA) in 1998. HU remains the only FDA-approved drug for SCD but approval
does not extend to pediatric use, although it has also become widely used for management of
children with SCD, expressly in high-income countries (14-16).

Although HU is effective for mainly SCD patients almost one third of the patients do not
have a good response. Clinical response to treatment varies considerably between individuals,
creating a broad spectrum of response to HbF induction (17).

There are nearly 50 years of experience with the use of HU in humans, including 30 years
inSCD. Remarkably, little is known about its transport, metabolism, distribution, clearance and
the interindividual variability in the treatment response. Thus, all mechanisms of action for HbF
remain incompletely understood; therefore, the use of HU in SCD remains empiric (18).

Predictability factors associated to HU response for HbF expression are higher baseline
HDbF values, higher with blood cell count (WBC), and absolute reticulocyte count (ARC). Genetic
predictors of treatment are even more limited: the absence of CAR haplotype was beneficial in
MSH and the presence of the Xmnl y-globin promoter polymorphism was not required for a
robust effect among Indian patients. Nevertheless, these parameters do not accurately predict the
degree of HbF induction by HU in a determinate patient (14,18-20).

Analysis of sibling pairs demonstrated that the degree of HbF induction by HU has a solid
heritable component, indicating that genetic modifiers could have a strong effect on HU response

(14,21).
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Although HU has been associated with an increased risk of leukemia in some patients with
myeloproliferative disorders, the mutagenic, teratogenic and carcinogenic potential of HU has
not been established in SCD and the long-term safety in this patient population remains
incompletely defined. Studies demonstrated significantly greater genotoxicity in SCD patients treated
with HU. In other studies, the HU treatment was not associated with any significant increases in
genotoxicity (22-26).

Elucidation of specific genetic modifiers associated with HbF induction may detect the reasons
for this phenotypic variability and provide new understandings into the HU mechanisms of action.
Thus, we can avoid unnecessary exposure to this drug for patients that we previously know are
not good responders.

According the best of our knowledge, there are no studies in Southern Brazilian populations
with SCA thataimed to study the DNA polymorphisms of the Xmn1-HBG2; rs7482144, rs4671393
and rs11886868 at the oncogene BCL11A,; rs9399137 and rs9402686 at the intergenic region
HMIP-2 and its relationship with the expression of HbF and with hematological parameters pre and

post-HU treatment.

Material and Methods

Eligible patients were of SS hemoglobinopathy, in regular treatment with HU for at
least 6 months in the Sickle Cell Center of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Patients
were excluded if they did not have good adhesion to HU therapy, if they were in treatment
with other drugs that stimulate the synthesis of HbF (e.g. erythropoietin) or if they had

received blood transfusion 3 months before entry in the study.
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Written informed consents from patients and from parents (in the case of children)
were obtained according the Institutional Review Board at Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

From initial population of 180 sickle cell anemia patients in regular treatment in the Sickle Cell
Center of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 121 patients (56% females) fulfilled the
eligible criteria, aged 1 year and 9 months to 54 years (mean 19 = 14) years, in treatment with
doses of HU ranged 8,6 - 42,8 (mean 23 £ 7,6) mg/kg/day, during 6- 254 (mean 102+
67) months.

The HbF was measured by capillary electrophoresis using equipment Sebia
CAPILLARYS 2 Flex Piercing ™ (Cap 2FP; Sebia, Lisses, France).

Genetic variants were selected from 6 validated SNPS at the 3 main HbF modifier loci,
which according previous evidence in the literature have strong correlation with HbF synthesis
(5,9,27,28).

They were genotyped by Tag-Man ™ procedure (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

Statistical analyses were performed using statistical software (SPSS, version 18.0; SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Multiple linear regression was used to test for association of genetic
markers with HbF, hematological parameters and response to HU.

To correct for the skew of the HbF percentage at baseline, the values were log10-
tranformed to create a nearly normally distributed quantitative trait.

An overall significance level of 0.05 was set for statistical analyses.

RESULTS

Influence of the genetic modifier variants on hematological parameters

In this study we did not detect a correlation between HbF levels at baseline, final HbF

and delta HbF (HbF baseline — HbF final) with the hematological parameters: Hbt, mean
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corpuscular volume (MCV), cellular hemoglobin concentration mean (CHCM), white blood
cell count (WBC), absolute neutrophil count (ANC) and absolute reticulocyte count (ARC) at
the baseline (before started with HU) and at the end of the study (after a period of exposure to
HU).

We did not detected any correlation between the 3 loci studied on the hematological
parameters before and after the exposure to HU.

The recent study published by Mtatiro et al. is the only one in the literature that addressed
the impact of the SNPs Xmn1-HBG2, HMIP-2 (rs66650371 and rs9389269) and the BCL11A
(rs11886868) on HbF levels and on hematological parameters in patients with
sickle cel disease (SCD). They studied HbSS and HbS/ B° thalassemia, n= 726, aged 5 or older
from Tanzania. In which HbF levels were positively correlated with Hbt, MCV and mean
corpuscular hemoglobin (MCH), and negatively with WBC and platelet counts (all P < 0.0001).
Subsequently they assessed the contribution of the three HbF modifier loci and detected diverse
effects, including a reduction in anemia, leukocytosis, and thrombocytosis associated with certain
HbF promoting aleles. The presence of the _T* alele at Xmn1l-HBG2
ledto a significant increase in hemoglobin (P= 9.8 X 107) but no changes in cellular hemoglobin
content. Xmn1-HBG2 _T* also had a weak effect decreasing WBC (P = 0.06) and platelet (P= 0.06)
counts. The BCL11A variant (rs11886868-_C*) increases hemoglobin (P=2 X 10°%) and one of

the HMIP-2 variants decreases WBC values selectively (P= 2.3 X 10 (29).
Improved response to HU on HbF levels at the end of our study was correlated with a
higher HbF at baseline (r=0,40; P < 0,001), a higher Hbt at baseline (r=0,26; P = 0,005) and a

larger time of exposure to HU (r =-0,30; P = 0,001).



116

Influence of genetic modifier variants on fetal hemoglobin

All the polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium.

HDbF levels at baseline were strongly influenced only by the 2 HMIP-2 variant tested
(rs9399137 and rs9402686) after multiple linear regression analysis adjusted for age on start of
HU and gender. The allele C of the SNP HMIP-2 rs9399137 explained 5. 7% (B=0,59; P=0,01) of
the total variation of baseline HbF while allele A of the SNP HMPI-2 rs9402686 explained 8,4%
(B=0,62; P=0,002) of this trait.

The other 4 SNPs studied didn‘t influence the variation of baseline HbF.

Final HbF variation, at the end of the study, after the expositionto HU, was influenced
by the SNPs of BCL11A only, according to the multiple linear regression analysis adjusted at the
start of HU for age, gender, baseline HbF, baseline total Hb and time to exposition to HU.

Allele T of SNP BCL11A rs1427407 explained 7.6 % (B =5,99; P =0,017) of HbF final
variation, allele A of the SNP BCL11A rs4671393 explained 4.5% (B=5,25; P= 0,025) of this
variation and allele C of the SNP BCL11A rs11886868 explained a variation of 4.3% (B =
4,05; P = 0,029) of this trait.

When we analyzed the variation of final HbF minus baseline HbF (delta HbF), we
observed that allele T of the BCL11A rs1427407 had a strong influence, and accounted for
7.6% (B = 0,29; P = 0,035) of the variation in the delta HbF, after multiple linear regression
analysis adjusted for age at the start of HU, gender, baseline HbF and time of exposure to HU.

We didnt find the genotype GG of the SNP Xmn1-HBG2. The most frequent was AA (120

patients) and 1 patient had the genotype AG.
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Table 1. Fetal hemoglobin association results for SNPs BCL11A, HMIP-2, and Xmn1-HBG2 loci in the SCA patients

Baseline HoFt Final HbFt Delta HbF ¥
EA/OA MAF (allele) B EP P %Var B EP P %Var B EP P %Var
BCL11A
rs1427407 T/G 0,09 (T) 0,24 0,13 0,060 1,9% 599 247 0,017 7,6% 0,29 0,14 0,035 7,6%
rs4671393 A/lG 0,10 (A) 0,13 0,12 0,286 0,1% 525 2,32 0,025 45% 0,28 0,13 0,036 0,0%
rs11886868 C/T 0,18 (C) 0,01 0,10 0,939 0,0% 4,05 1,82 0,029 4,3% 0,17 0,10 0,100 4,3%
HMIP-2
rs9399137 CIT 0,03 (C) 0,59 0,23 0,010 5,7% 1,09 465 0,814 1,6% -0,05 0,26 0,860 3,6%
rs9402686 AlG 0,03 (A) 0,62 0,20 0,002 8,4% 2,66 4,14 0521 3,7% 0,07 0,23 0,762 4,2%
Xmn1l-HBG2 AlG 055 0,40 0,171 2,1% 1,33 790 0,867 0,6% 0,20 0,44 0,652 0,6%

MAF: minor frequency allele; EA: effect allele; OA: other allele; B: multiple linear regression estimated coefficient; EP: standard error
t adjusted for age on start of HU, gender

1 adjusted for age on start of HU, gender, baseline HbF, baseline total Hb, time of treatment

¥ adjusted for age on start of HU, gender, baseline HbF, time of treatment
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DISCUSSION

Clinical heterogeneity of SCA patients represents a challenge in medical management. The
clinical course of SCA is extremely heterogeneous. Some patients are asymptomatic, especially
those with higher HbF levels, and others are characterized by severe pain, acute clinical events
and early mortality. Because of these complications, SCA patients have increased mortality as
compared with normal population (4).

Al the risk factors underlying these complications are not well defined, but it is well documented
that higher expression of HbF in SCA patients reduces mortality and morbidity of this
hemoglobinopathy (4,30,31).

Thus, interindividual variation in HBF levels is likely one of the main modifiers that contribute
to the clinical heterogeneity observed in SCA, and is the strongest predictor of disease severity
9).

The observation on natural history of SCA have led to efforts to discover drugs that stimulate
HDbF to treat patients with SCA and other B-hemoglobinopathy. Since pharmacological induction
of HbF is clinically beneficial, experimental and clinical work in this area has led to the use of
HU, an agent that was found empirically to increase the HbF expression (32,33).

Currently, HU is the only FDA-approved pharmacologic treatment for induction of HbF
in adult patients with SCA, and is approved by the European Medicines Agency for both children and
adults with SCA. HU significantly reduces pain and acute chest episodes, the need for blood
transfusions and hospitalizations, and most importantly reduces mortality inadults and in children

(34-37).
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While HU has been suspected of disease-modulating effects outside of HbF induction, the
majority of its benefits are directly related to the amount of HbF produced in response to the
drug (14,38,39).

Thereisan inverse relationship between levels of drug-induced HbF and the incidence of
pain episodes, number of hospitalizations and overall mortality (14,34,40).

Several clinical studies have shown that interindividual hematological response to HU treatment
are highly variable, with indices of HbF ranging from 10% to 40, even for patients on similar
dosing and compliant regimens (14,41-44).

HDbF is a heritable complex trait. Recently, genetic association studies have isolated
several SNPs that are reproducibly associated with variation in the expression of HbF into
adulthood in healthy European populations and patients with SCD and thalassemia
(8,9,27,28,45). These SNPs are located in gene BCL11A on chromosome 2, in the HMIP
intergenic region on chromosome 6 and in the Xmn1-HBG2 locus on chromosome 11
(5,6,9,46-50).

Up to the present time, only limited reports have examined relationships between the impact
of HU-induced HbF and specific genetic polymorphism in patients with sickle cell disease
(14,51-53).

This is the first report, to the best of our knowledge, that addressed the correlation between
DNA polymorphisms of the Xmn1-HBG2; rs7482144, rs4671393 and rs11886868 at the oncogene
BCL11A; rs9399137 and rs9402686 at the intergenic region HMIP-2 and their relationship with the
expression of HbF and hematological parameters pre and post-HU treatment in SCA patients.

Previous efforts to identify predictors associated with final HbF produced in response to
HU have identified higher baseline HbF values, higher WBC and higher ARC as important factors

to better response to HU (42,53,54).
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The best response to HU on HbF levelsat the end of our study was correlated witha higher
HDbF at baseline (r=0,40; P < 0,001), a higher Hbt at baseline (r=0,26; P = 0,005) and a larger time
of exposure to HU (r = -0,30; P = 0,001). The findings regarding the influence of baseline levels of
HbF and time of exposure to HU were the same as the studies of Ware et al. and Zimmermann

et al. (42,54). The maximum tolerated dose did not influence the response to HU in ourstudy.

Understanding the general effect that these SNPs have on blood cell production
and parameters will be important in defining their biological roles and developing new target
therapies (9).

We tested correlations between these 6 SNPs and several blood cell parameters
(WBC, ANC, MCV, MCHC, Hbt, ARC), at baseline and at the end of the study, pre
and post treatment with HU.

The recent study published by Mtatiro et al. is the only one in the literature that addressed
the impact of the SNPs Xmnl-HBG2, HMIP-2 (rs66650371 and rs9389269) and the
BCL11A(rs11886868) on HbF levels and on hematological parameters in patients with sickle
cell disease (SCD) not exposed to HU. They studied HbSS and HbS/ B° thalassemia, n 5726, patients
aged 5 or older, from Tanzania. HbF levels were positively correlated with Hbt, MCV and mean
corpuscular hemoglobin (MCH), and negatively with WBC and platelet counts (all P < 0.0001).
Subsequently they assessed the contribution of the three HbF modifier loci and detected diverse
effects, including a reduction in anemia, leukocytosis, and thrombocytosis associated with certain HoF
promoting aleles. The presence of the _T¢ al ele at Xmn1-HBG2 led to a significant increase in
hemoglobin (P= 9.8 X 10°%) but no changes in cellular hemoglobin content. Xmn1-HBG2 _T* also
has a weak effect decreasing WBC (P = 0.06) and platelet (P= 0.06) counts. The BCL11A

variant (rs11886868-_C‘)  increases
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hemoglobin (P= 2 X 107%) and one of the HMIP-2 variants decreased WBC values selectively
(P=2.3 X 10™) (29).
In our study the lack of correlation between the 6 SNPs tested and the blood cell

parameters, pre and post-HU treatment, in contrast with the conclusions from Mtatiro et

al., is unclear and could be explained by the sample size.

We found only the genotypes AA (n=120) and AG (n=1) of the Xmn1-HBG2 polymorphism.
In contrast, the studies with SCA patients from the Brazilian states of Para (55) and
Pernambuco (9) showed that the genotype GG is more frequent in these populations. This
difference could be explained when we analyze the data on the African slave trade in
Brazil. These data indicate that the slaves from Southern Brazilwere more from Bantu-
speaking Africa (Angola, Congo and Mozambique). Theslaves from Northeastern Brazil
(Pernambuco) were more from West-Central Africaand the slaves from the North (Para)

were brought to Brazil directly from Atlantic West Africa.

Thus, this information must be the explanation for the observed difference in the
distribution of the Xmn1-HBG2 genotype in our patients and those of Para and Pernambuco
(9,55).

Cardoso et al. studied the polymorphisms Xmnl-HBG2, BCL11A rs4671393 and
HMIP rs28384513, rs489544 e rs9399137 and their correlation on HbF expression in
167 patients with SCA from the state of Para, in northern Brazil. Their results showed that
high levels of HbF were primarily influenced by alleles of BCL11A (rs4671393) and HMIP
(rs4895441) loci, and to a lesser extent by Xmnl-HBG2. The SNPs rs4671393 and rs4895441
explained 10% and 9.2%, respectively, of the variation in HbF levels, while 4.1% of trait variation

was explained by Xmn1-HBG2 (55).
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Similar results regarding the SNP BCL11A rs4671393 were observed in Brazilian and African
American (9), and Tanzanian and African-British (46) SCA patients, responding for around 10%
of the variation in HbF.

In an Indian study of 240 individuals with SCD and 60 with the sickle cell trait, genotyping
was performed for the BCL11A rs11886868 and rs34211119; HMIP rs9399137, rs189600565,
rs7776196, rs34778774, and rs53293029; Xmn1-HBG2 polymorphism rs7482144; and - 68C >
T HBD promoter polymorphism. All the 3 QTLs were associated with HbF levels in Indian
patients with SCD. The highest difference was seen in the Xmnl- HBG2 single nucleotide
polymorphism, which accounted for 11% of trait variance, the BCL11A rs11886868 for 3.65%,
whereas the HMIP rs9399137 for 3.8%. This study indicated that the BCL11A, HMIP, Xmnl-
HBG?2 region were associated with increased HbF levels in Indian SCD patients (56).

In our study, only the SNPs HMIP-2 rs9399137 and rs9402686 were correlated with
variation of the baseline HbF (5, 7% and 8, 4%, respectively) (P=0.01 and P= 0,002).

We didnt find correlation with the variation on baseline HbF between the other
polymorphisms: rs1427407, rs4671393 and rs11886868 of the gene BCL11A and Xmnl- HBG2.

In the HUSTLE study (Hydroxyurea Study of Long-Term Effects), it was shown that 5
polymorphisms of the gene BCL11A (rs1427407, rs766432, rs4671393, rs7557939 and
rs11886868), the polymorphism Xmn1-HBG2 and 1 polymorphism of the gene HBE (rs7130110),
had an impact on baseline HbF, but did not have an influence on the MTD of HU and on final
HbF after the treatment with HU (18)

Green et al. in a multi-site observational analysis examined the polymorphisms associated

in children at the baseline and induced by HU therapy. In this study, the authors demonstrated

significant  association with 6 polymorphisms of the oncogene BCL11A
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(rs1427407, rs766432, rs11886868, rs4671393, rs7557939, rs10184550) and the loci Xmnl-
HBG2 and epsilon globin: HBE (rs7130110), with an additive attributive variance from these loci
of 23%. Among a subset of children on HU, baseline HbF levels explained 33% of the variance in
induced levels. The variant in HBE accounted for an additional 13% of the variance in induced
levels, while variants in HBB and BCL11A loci did not contribute beyond baseline levels (53).

In our pioneer study, we demonstrated that the SNPs of BCL11A rs1427407, rs4671393
and rs11886868 accounted for an additional variance beyond baseline levels of 7, 6%, 4, 5%, and
3% respectively (P=0,017; P=0,025 and P=0,029), after HU treatment.

When we analyzed the delta HbF (final HbF — baseline HbF) we showed that an influence
of SNP rs1427407 accounted for 7.6% (B =0, 29; P = 0,035) of this variation.

Taken together, these preliminary data suggested that patients with SNP BCL11A rs1427407
have more probability to response favorably to HU regarding the induction of HbF.

Genetic studies examining larger populations with SCA on HU and with unusual responders
are needed to better assess the specific variants in these 3 loci studied and other genetic loci
responsible for HbF expression and the variability of HU response.

A better understanding of genetic polymorphisms that control HbF levels will shed light
on the molecular mechanisms that modulate HbF expression and on the etiology of the clinical
heterogeneity perceived in SCA patients. Such identifications might at last find innovative drug

targets for novel treatments of SCA patients.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Ha que avaliar os dados deste estudo com cautela, umavez que a coorte analisada foi pequena,
embora tenhamos utilizando SNPs robustamente associados a expressdao da HbF e validados
previamente.

Este trabalho foi pioneiro no que diz respeito a determinar o impacto dos polimorfismos
estudados naresposta ao tratamento com HU em portadores de AF.

Novos estudos com populagdes mais expressivas de portadores de AF serdo necessarios
para validar os dados ora revelados.

Uma melhor compreensdo da regulacdo génica da resposta a HU podera nos ajudar a
estabelecer marcadores precoces de gravidade da doenca, avancar na compreensdo quanto a
variabilidade de resposta a HU, evitando a exposi¢do desnecessaria de individuos que, previamente
selecionados, ndo vao responder favoravelmente a este farmaco, de potencial teratogénico,
carcinogénico e mutagénico. Esses avancos também terdo implicagdes no aconselhamento familiar
desse grupo de individuos.

Umavez consolidados esses conhecimentos, poderemos definir critérios mais claros para
indicacdo de abordagens terapéuticas mais contundentes, como o transplante alogeneico de medula

0ssea e desenvolver novos alvos terapéuticos por meio da terapia génica.
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9. PERPECTIVAS FUTURAS

A possibilidade da descricdo genética do ser humano talvez represente o Ultimo estagio
de uma busca de autoconhecimento que teve inicio ha varios séculos.

Os estudos dos polimorfismos genéticos encontram-se na vanguarda da medicina atual e
podem ser de extremo beneficio na AF, principalmente, sob dois aspectos principais. Um desses
aspectos é o de selecionar grupos de individuos com maior gravidade clinica e agueles que tém
melhor resposta a determinadas medidas terapéuticas, como o tratamento com HU na AF, por
exemplo. Outro aspecto é o fato de que os préprios polimorfismos podem ser alvos terapéuticos. A
selecdo de polimorfismos desfavoraveis e o silenciamento de sua expressao génica, por meio da

terapia génica, sd0 um promissor caminho terapéutico a ser trilhado no futuro.
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10. ANEXOS
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
SERVICO DE HEMATOLOGIA CLINICA
LABORATORIO DE CULTURA E ANALISE MOLECULAR DE CELULAS
HUMANAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador Responsavel: Dra. Lucia Mariano da Rocha Silla

Projeto 10585: Variabilidade da Expressdo da Hemoglobina Fetal em Individuos com Anemia
Falciforme Tratados e N&o Tratados com Hidroxiuréia e sua Correlagdo com o Polimorfismo dos
Genes BCL11A, HBS1L-MYB, B-globina, OR51B2, OR51B5 e OR51B6

Prezado paciente,

O presente projeto de pesquisa tem como objetivo identificar a presenca de
caracteristicas herdadas de seus pais e antepassados que possam nos trazer
conhecimentos sobre aanemia falciforme.

Pacientes com anemia falciforme que possuem as células vermelhas do sangue
com caracteristicas iguais aquelas apresentadas quando estava no ventre da mae,
chamada hemoglobina fetal, ttém mais protegéo contra as manifestacdes da doenca.

Um dos motivos pelos quais tratamos os pacientes com anemia falciforme com
a medicacdo hidroxiureia é justamente tentarmos fazer com que o paciente produza a
hemoglobina fetal, que protege o individuo contra as manifestagdes graves da anemia
falciforme.

Temos umaexperiéncia de aproximadamente 15anos com o usode hidroxiureia
no nosso grupo de pacientes com anemia falciforme e o0 que podemos observar é que

ha um grande numero de pacientes que ndo aumentam a
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taxa de producdo da hemoglobina fetal. As raz6es genéticas para que isso ocorra ndo
sdo totalmente esclarecidas e s&o motivo de inumeros estudos na comunidade cientifica
mundial.

Este projeto de pesquisa pretende estudar algumas dessas caracteristicas
herdadas que influenciam nas diferentes formas de aparecimento da hemoglobina fetal
tanto em pacientes com anemia falciforme que estdo usando hidroxiureia quanto em
pacientes que ndo estdo sendo submetidos ao tratamento com esse farmaco.

Os resultados deste estudo poderao auxiliar namelhoria do tratamento no grupo
de bons respondedores e evitar a exposicdo desnecessaria a hidroxiureia no grupo de
individuos que ja sabidamente, de antemdo, ndo vdo responder adequadamente a esse
farmaco.

Os dados necessarios para a realizacdo do projeto serdo obtidos por meio de
entrevistas com as familias, analise dos prontuarios e uma coleta de aproximadamente
duas colheres de sopa de sangue da veia. Esse procedimento provoca um desconforto
semelhante ao de uma coleta de sangue para exames de rotina, ou seja, a dor da picada
da agulha e umpequeno hematoma (cor roxa) napele.

O material coletado ser utilizado para caracterizacdo para fins de pesquisa de
polimorfismos genéticos (caracteristicas herdadas de seus pais e antepassados), sendo
garantido o anonimato das informacgdes obtidas, reservando ao paciente ou familiar
acesso a elas.

Se houver alguma despesa decorrente de deslocamento para realizacéo da coleta,
bem como alimentacdo, essa seré ressarcida ao participante pelo grupo de pesquisa.

E importante ressaltar que vocé podera recusar ou retirar o consentimento em
qualquer fase do estudo sem prejuizo a seu atendimento na instituicao.

Pelo presente Consentimento Pds- Informacgédo, declaro que fui informado, de
forma clara e detalhada sobre o presente Projeto de Pesquisa.

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta ou esclarecimento
sobre a pesquisa a ser realizada, da liberdade de ndo participar do estudo, da seguranca,
do anonimato e do carater confidencial das informacdes.

Este documento é fornecido em duas vias, sendo uma do paciente e outra do

pesquisador.
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Responde por este estudo a Pesquisadora Responsavel Profa. Dra. Silla -
(51) 33598850 e o Pesquisador executor, Dr. Jodo Ricardo Friedrisch (51)
99958314, no Servico de Hematologia Clinica do HCPA.

Autorizo o armazenamento do material coletado (DNA) para pesquisas futuras.
A nova pesquisa serd submetida novamente ao Comité de Etica em Pesquisa e um

novo consentimento pos- informacdo devera ser assinado.

( )SIM ( JNAO

_____ YA —
Nome do Paciente
_____ Y —
Assinatura do Paciente ou Responsavel Legal
_____ Y —

Nome e Assinatura do Pesquisador
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