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RESUMO
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Introducao: Estudos anteriores em populacao brasileira de
pacientes com anemia falciforme detectaram maior freqiiéncia do
haplotipo Bantu (70%) em pacientes com anemia falciforme na
regidao Sudeste e de haplétipo Benin (51%) na Bahia. Entretanto,
individuos com hemoglobinopatia SC (HbSC) da regidao Sudeste,
apresentaram alta freqliéncia do haplétipo Benin (57%). Esta
discrepancia na freqiiéncia dos haplétipos B° sugere que
diferentes mecanismos podem estar envolvidos nesta distribuicao,
desde uma provavel miscigenacdo devido a migracdo interna,
como uma diminuicdao do numero de individuos Bantu, devido a
uma maior gravidade da doenca. Objetivo: Para uma melhor
elucidagcdo dos mecanismos envolvidos na diferenca de haplétipos
observada entre portadores de HbSS e HbSC, tivemos como
objetivo analisar o haplétipo do gene da globina beta em criancas
portadoras de HbSC e compara-lo aos obtidos em individuos
adultos com a mesma hemoglobinopatia. Casuistica: 60 criancas
e adolescentes com HbSC provenientes do ambulatério de
Hemato-Pediatria do Hospital Sao Paulo e/ou da triagem neonatal
para diagndstico de hemoglobinopatias. Dados laboratoriais de 28
adultos com HDbSC analisados anteriormente neste Servico.
Métodos: A identificacdao dos haplotipos foi feita por PCR seguida
de digestdo com enzimas especificas, segundo proposto por
Sutton et al. (1989). Resultados: Dos sessenta cromossomos
estudados para o haplétipo B°, observou-se a presenca do
haplotipo Bantu (56,7%) em 34 pacientes, Benin em 25 pacientes
(41,7%) e Senegal em 1 paciente (1,6%). Quanto ao hapldtipo
B, o haplétipo I foi observado em 54 pacientes (90%), o
haplétipo II e o haplétipo III (5%) em 3 pacientes cada. Como
resultado da analise do genétipo, péde-se observar 55% (33/60)
de Bantu/I, 35% (21/60) de Benin/I, 5% (3/60) de Benin/II e
1,6% (1/60) dos respectivos gendtipos: Bantu/III, Benin/III e
Senegal/III. A analise comparativa dos gendtipos entre
criancas/adolescentes e adultos mostrou maior freqiéncia do
gendtipo Bantu/I no primeiro grupo (p=0,04). Discussdao e
Conclusao: As informacgdes obtidas neste estudo sdo relevantes
ja que apontam para uma maior prevaléncia, na infancia, do
haplétipo Bantu, diferentemente dos individuos adultos que
apresentaram haplétipo Benin. Com isso, pode-se sugerir que
individuos com HbSC e haplétipo B° Bantu possuam um quadro
clinico mais grave do que os com hapldtipo Benin.
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Introduction: Previous studies in Brazilian population have
shown higher frequency of Bantu haplotype (70%) in patients
with sickle cell anemia (SCA) in Southeast region whereas in
Bahia (Noertheast) the SCA patients had more Benin haplotype
(51%). However, studies in patients with SC hemoglobinopathy
(HbSC) from Southeast region showed a higher frequency of
Benin haplotype (57%). The different frequency of haplotypes
observed in the same region (Southeast) suggest that some
mechanisms may be involved on the haplotype distribution in our
population, as miscegenation, secondary to internal migration, or
lower Bantu patients due to higher severity of this manifestation.
Objective: Our aim was to identify the frequency of beta globin
haplotypes in children and teenagers with SC disease comparing
to previous analysis of adults with HbSC to understand the
mechanisms involved in the haplotype difference observed in
these population. Methods: We studied 60 children and
teenagers with SC disease from the outclinic patients and/or from
the neonatal screening Service of Hospital Sao Paulo. Laboratorial
data from 28 adults with HbSC, previously studied, were also
analyzed. The haplotype identification was realized by PCR and
digestion following the protocol of Sutton et al. (1989). Results:
The analyses of the B° haplotype showed: Bantu in 34 (56.7%)
patients, Benin in 25 (41.7%) and Senegal in 1 pacient (1.6%).
Regarding the B haplotype, the I haplotype was observed in 54
pacients (90%), the II and III haplotypes were seen in 3 patients
each (5%). The genotypes observed were 55% (33/60) of
Bantu/I, 35% (21/60) of Benin/I, 5% (3/60) of Benin/II e 1,6%
(1/60) of the following genotypes: Bantu/III, Benin/III and
Senegal/III. The comparative analyses between
children/teenagers and adults showed higher frequency of Bantu/I
genotype in the first group (p=0.04). Discussion and
Conclusion: The results obtained in this study are relevant
because they showed a higher prevalence of Bantu haplotype in
children than in adults. This can suggest that HbSC patients with
Bantu haplotype may have worse clinical manifestation than
patients with Benin haplotype.
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A hemoglobina é uma molécula globular, formada por
quatro cadeias de globinas (2 alfa-similes e 2 beta-similes),
quatro grupos heme, que se localizam em cada cadeia globinica e
que contém ferro. Dois complexos génicos (clusters) controlam a
sintese da hemoglobina, um no cromossomo 16 onde estdo os
genes das cadeias alfa-similes e outro no cromossomo 11 onde
estao os beta similes (ZAGo, 2004A).

Os genes das globinas podem ser sede de alteragoes
moleculares simples ou muito complexas. As conseqliéncias
funcionais resultantes destas alteracdes dependem nao apenas do
tipo de alteracdo molecular como também do local onde esta
ocorre. Assim, a mais simples e comum alteracao molecular, ou
seja, a troca de uma base do DNA pode provocar:

e Supressao da sintese da cadeia globinica especifica,

e Reducdo do ritmo de sua sintese ou

e Producao de cadeias com alteragOes estruturais variadas,
desde a simples troca de um aminoacido até a producao de
cadeias alongadas (ZAGo, 20048B).

A anemia falciforme caracteriza-se pela presenca de
mutacao no gene da globina beta com troca de uma base
nitrogenada, no sexto cdédon, CAG para GTG. Esta mutacdo leva a
alteracdo estrutural na molécula, resultando na substituicdao do

acido glutamico pela valina na posicdo 6. Esta hemoglobina



an6émala resultante, hemoglobina S (HbS), é uma das
hemoglobinas variantes mais comuns. Na Africa, o gene estd
amplamente distribuido e atinge uma prevaléncia de até 40%
(DACIE, 1988).

MilhOes de pessoas no mundo todo sao afetados pela
anemia falciforme (GONCALVES ET AL, 2003). Na Africa, nascem
cerca de 120.000 recém-nascidos com anemia falciforme por ano,
enquanto que nos Estados Unidos e no Brasil nascem de 1.000 e
3.000 individuos respectivamente (STEINBERG, 1999; MINISTERIO DA
SAUDE, 2006%*).

O termo “sindrome falciforme” identifica as condigoes
em que o eritrocito sofre falcizacdao apds reducdo na tensdo do
oxigénio, enquanto a designacao “doenca falciforme” é reservada
as situacdes em que a falcizacao conduz a manifestacdes clinicas
evidentes. Assim encontramos o estado homozigoto para a
hemoglobina S ou anemia falciforme (SS), e suas interacoes,
como a hemoglobinopatia S-p  talassemia (S/p  tal),
hemoglobinopatia SC (SC), hemoglobinopatia SD (SD) e
hemoglobina S-persisténcia hereditdaria de hemoglobina fetal
(S/PHHF). Ja o traco para hemoglobina S, traco falciforme (AS), é
classificado como sindrome falciforme e nao como doenca

(ANVISA, 2002; COSTA, 2004)

* Jesus JA, 2006. Comunicagdo pessoal



Os eritrécitos com HbS sofrem processo de falcizacao,
fisiologicamente provocado pela baixa tensao de oxigénio, acidose
e desidratacdo. As células passam entdao a apresentar a forma de
foice ou de lua crescente, com conseqliéncias variaveis em seu
portador, dependentes da quantidade de HbS por eritrocito. A
presenca de hemoglobina fetal (HbF) no eritrécito com HbS
oferece protecdo a esta célula contra o processo de falcizacao,
pois nao interage com HbS quando esta se precipita. Outras
hemoglobinas além da HbF, também interferem na falcizacao,
dentre elas a hemoglobina A (HbA) e a hemoglobina C (HbC)
(TOME-ALVES ET AL, 2000).

A HbC é uma das trés hemoglobinas an6malas mais
freqientes no homem e pode induzir o eritrocito a uma maior
desidratacao com formacao de cristais intracelulares (NAGEL, FABRY
& STEINBERG, 2003). A HbC tem distribuicdo mais restrita, limitada
ao norte de Gana e Burkina-Faso onde alcanca a prevaléncia de
20%. A hemoglobinopatia C (HbCC), por sua vez, caracteriza-se
por anemia hemolitica cronica, sem as manifestacdes de vaso-
oclusao (SERJEANT, 1992).

Na hemoglobinopatia SC (HbSC), as HbS e HbC
coexistem no individuo. Esta associacao apresenta quase todas as
complicacbes da anemia falciforme, tais como: maior

suscetibilidade a infeccdes e fendmenos vaso-oclusivos. Devido



aos episddios de oclusdao vascular, estes individuos podem
apresentar dores cronicas ou agudas (INATI ET AL, 2003). A
hipofuncdao esplénica se desenvolve mais vagarosamente
enquanto a esplenomegalia € mais persistente na HbSC do que na
HbSS. As complicacdes oftalmolégicas também sdao mais
freqientes em portadores de HbSC (CosTta, 2004).

Haplétipos sao determinantes genéticos localizados em
um mesmo Ccromossomo, caracterizados pelo padrao de
combinacao de diferentes sitios polimorficos (polimorfismos) (LIMA
DA SILVA, 2006). Na década de 90, foi observado que a gravidade
das manifestacdes clinicas da HbSS estava relacionada ao tipo de
haplétipo do gene da globina beta (Powars & Hiti, 1993).

Trabalhos realizados na populacao brasileira
mostraram maior prevaléncia do haploétipo Bantu, diferentemente
de estudos em populacdo americana e jamaicana, onde ocorre
predominio do haplétipo Benin (ONER ET AL, 1992). Embora varios
trabalhos tenham sido realizados sobre este aspecto, ainda hoje
as razoes para tal fato nao estao totalmente elucidadas.

O papel dos haplétipos do gene da globina beta na
hemoglobinopatia SC também é desconhecido. Trabalho
anteriormente realizado em populacdao de Sao Paulo, que analisou
28 pacientes adultos portadores de HbSC, mostrou predominio

do hapldétipo B° Benin (57%), diferindo de trabalhos em HbSS na



mesma populacao que mostraram maior freqténcia do hapldtipo
Bantu (70%) (Gil, 1998). Estes dados sugeriram que diferentes
mecanismos poderiam estar envolvidos nesta conflitante
distribuicdo, desde uma provavel miscigenacao devido a migracao
interna, como a diminuicdo do numero de individuos Bantu,
devido a uma possivel maior gravidade da doenca.

A partir da introducdo do diagndstico neonatal de
sindromes falciformes no estado de Sdo Paulo, vem sendo
identificado maior numero de portadores de HbSC do que
observado anteriormente nesta populacao (DAuDT ET AL, 2002;
RAMALHO, MAGNA & PAIVA E SiLvA, 2002). Relacionando estes dados,
fica clara a necessidade de maior investigacao da influéncia do
haplotipo Bantu na gravidade e menor sobrevida dos individuos

com HbSC.



OBJETIVOS

A discrepancia na freqiéncia da HbSC em criancas e
adultos sugere a possibilidade de haver casos de maior gravidade
e que nao sobrevivem até a idade adulta.

Com o intuito de determinar se o haplétipo do gene
da globina beta poderia ser fator determinante nesta discrepancia
da freqliiéncia da HbSC em criancas e adultos da cidade de Séao
Paulo, nos propusemos a determinar o haplétipo de criancas com
hemoglobinopatia SC e compara-lo com dados de trabalho em
populacdao adulta com hemoglobinopatia SC, realizado

anteriormente em nosso Servigo.



REVISAO DA LITERATURA



1. Hemoglobina S

A troca de bases no cédon 6 do gene da globina beta
(adenina por timina) resulta na substituicdo do residuo glutamil
na posicao beta 6 por um residuo valil, gerando a hemoglobina S
(HbS) (TOME-ALVES ET AL, 2000; CosTA, 2004).

A polimerizacdao da HbS é fundamental na patogenia
da anemia falciforme, resultando na alteracao da forma do
eritrécito (foice) e na acentuada reducao de sua deformabilidade,
pois 0s géis de polimero possuem componentes substancialmente
solidos. A polimerizacdo da HbS ocorre durante a desoxigenacao e
é dependente de numerosas varidaveis como concentracdo de
oxigénio, pH, concentracdao de HbS, temperatura, pressao, forga
ibnica e presenca de hemoglobinas normais (CosTtA, 2004).

Estes polimeros de desoxi HbS na célula estdo
presentes em grande numero de formas, desde fibras individuais
até agregados de fibras ordenadas, preenchendo a célula e
levando-a ao seu formato classico em foice (EMBURY & STEINBERG,
1994). Apds oxigenacao, eles se dissolvem e o eritrocito volta a

sua forma normal (EMBURY & STEINBERG, 1994). (Figura 1)

Figura 1: Esquema representativo do processo de polimerizacao

da hemoglobina S.
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A repeticdo de episodios de desoxigenacdo e

conseqliente polimerizagao provocam lesdes de membrana

irreversiveis, fazendo com que a forma de foice da hemaécia
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persista. Além disso, este processo contribui para a perda
excessiva de potassio acelerando a desidratacdo destas células
(CosTa, 2004).

O processo de polimerizacao ¢é modulado pela
presenca de outras hemoglobinas, como a hemoglobina fetal
(HbF), hemoglobina A (HbA) e hemoglobina C (HbC) (PowArs &

HiTI, 1993).

1.1. HbF

A HbF tem importancia fisiolégica no feto devido a
grande afinidade desta pelo oxigénio. Na vida adulta, a HbF é
encontrada em niveis baixos (< 1%). Sua concentracao aumenta
nos casos de anemia hemolitica e na persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal (PHHF) (STEINBERG, 1984).

A presenca de HbF modifica a cinética da
polimerizacdo da HbS, ja& que ela nao participa do
heterotetramero (o) do polimero (NOGUCHI ET AL, 1985; FABRY,
2001).

Pacientes drabes apresentam manifestacdes clinicas
menos graves do que os africanos, provavelmente devido ao nivel

elevado de HbF observado (INATI ET AL, 2003).
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Os niveis elevados de HbF, segundo INATI ET AL (2003),
podem ser causados pela presenca de um polimorfismo na regiao
promotora do gene ®y que regula a expressdo da hemoglobina
fetal. Outros fatores moduladores da expressdao de HbF tém sido

descritos (WYSzYNSKI ET AL, 2004).

1.2. HbA

HbA é a hemoglobina padrao do individuo adulto a
qual as outras hemoglobinas sdo comparadas. Nos individuos
heterozigotos para HbS, onde estao presentes as hemoglobinas A
e S, a HbS apresenta concentracdo variando entre 25% e 45% do
total de hemoglobina. Esta € uma condicdo benigna, sem anemia
e com aspecto normal dos eritrocitos (HILLMAN, AULT & RINDER,
2005).

Os efeitos inibitérios da HbA na polimerizacdao da HbS
vém de diferentes mecanismos, entre eles, a queda da
concentracao dos tetrameros HbS pela presenca das moléculas de
HbA, ja que a probabilidade de o tetrédmero hibrido [(af®) (af®)]
entrar na fase de polimerizacdo é apenas metade daquela do

tetramero HbS. (STEINBERG, 2001).

2. Hemoglobina C
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A HbC (B 9“5, assim como a HbS e HbE é uma das
trés hemoglobinas anormais mais prevalentes em humanos
(NAGEL & STEINBERG, 2001).

A HbC compartilha com a HbS o local da seqiliéncia de
mutacao mas as consequéncias fisiopatologicas diferem (HIRSH,
LIN & NAGEL, 1987). Enquanto a HbS se polimeriza quando
desoxigenada, a HbC cristaliza quando oxigenada (NAGEL &
STEINBERG, 2001).

A HbC tem a capacidade de induzir o eritrécito a
desidratacdo e a formacao de cristais intracelulares. Esta
formacdo ocorre, em sua maioria, em hemacias onde ndo se
detectou HbF, sugerindo que esta poderia ter uma acdo inibitéria
na formacao de cristais (NAGEL ET AL, 2003; HIRSH ET AL, 1987).

A homozigose para a HbC, ou hemoglobinopatia CC
(HbCC) é caracterizada por leve anemia, resultado da menor
sobrevida do eritrdcito, esplenomegalia e presenca de células-alvo

(HILLMAN ET AL, 2005).

2.1. Hemoglobinopatia SC (HbSC)

A hemoglobinopatia SC (HbSC) é uma doenca
hereditaria caracterizada por uma anemia hemolitica cronica e
crises de dor, devido aos episddios intermitentes de vaso-oclusao

(KobuRri, AGBEMADZO & NATHAN, 2001; INATI ET AL, 2003).
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Na HbSC, onde a HbS e a HbC coexistem em
porcentagens praticamente iguais, a HbC acentua as propriedades
deletérias da HbS em comparacao a combinacdo entre HbA e HbS
no traco falciforme. Esta conjuncdao de hemoglobinas variantes
culmina em manifestagdes vasooclusivas e hemoliticas, fazendo
da HbSC uma doencga clinicamente significante. A proporcao de
HbS no complexo heterozigoto SC e o aumento da densidade
celular (CHCM), devido a presenca de HbC, sdao os fatores que,
em conjunto, diminuem a solubilidade da desoxi HbS nas
hemacias SC em comparagao aos eritrécitos AS (Schechter &
Noguchi, 1994).

De maneira similar a HbSS, as caracteristicas clinicas
e hematoldgicas da HbSC sao heterogéneas, mas todas as
complicacdes que fazem a HbSS notdéria também podem estar
presentes na HbSC (NAGEL & STEINBERG, 2001).

Os niveis de HbF na HbSC sdao menores do que os da
HbSS, provavelmente pela menor hemodlise e menor expansdo da
medula. E possivel também que fatores genéticos, ainda n&o
esclarecidos, possam estar envolvidos na determinacao do nivel
de HbF na HbSC (STEINBERG ET AL, 1996).

3. Fatores que interferem na gravidade das

Sindromes Falciformes
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3.1. Alfa-talassemia

A o-talassemia (a-tal), conhecido modulador da
gravidade da anemia falciforme, leva a alteracdes que interferem
no mecanismo da polimerizacdo da HbS, ndao sé6 melhorando a
anemia dos pacientes, como também diminuindo a incidéncia de
algumas de suas manifestacdes clinicas. Analogamente a anemia
falciforme, quando a a-tal coexiste com a HbSC, poucas células
densas estdo presentes (STEINBERG ET AL, 1983). Os dados da
associacao entre a-tal e HbSC entretanto, sdao escassos.

LEE ET AL, EM 1998A, mostraram que a presenca de o-
tal ndo apresentou efeito nos niveis de hemoglobina, mas reduziu
a hemdlise nos pacientes com HbSC quando comparados aos

pacientes HbSS.

3.2. Haplétipos

As combinacgdes especificas de variagdes polimorficas
ao longo da seqliéncia de DNA sdo denominadas de haplétipos e
estao relacionados a origem geografica dessas mesmas variagoes.
Como estes polimorfismos sao transmitidos em bloco de geracgao
a geracao, os haplétipos permanecem inalterados e servem como
marcadores de linhagens evolutivas (FERNANDES, 2001).

O estudo dos haplotipos pode ser utilizado com

diferentes objetivos, seja para determinacdao da origem
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unicéntrica ou multicéntrica de uma mutacdo, para discriminar
eventos epistaticos ou para definir o caminho de fluxo de um

gene mutante (GALizA NETO ET AL, 2005).

3.2.1. Haplétipos do gene da globina °

Na anemia falciforme, sdo trés os haplétipos mais
freqlentes: Benin, Bantu e Senegal. Outros haplétipos descritos,
Cameroon e Indo-Saudi sao mais raramente encontrados
(STEINBERG ET AL, 1996). Estes haplotipos tém diferentes origens
étnicas e geograficas. No meio-oeste africano encontra-se o
haploétipo Benin, o Bantu é encontrado na regido central, leste e
sul africanos. No oeste africano encontramos o haplétipo Senegal,
enquanto que o Indo-Saudi estd presente na India e no leste da

peninsula arabica. (GONCALVES ET AL, 2003) (Figura 2)

Figura 2: Distribuicdo geografica dos Haplétipos do gene B° nos

Continentes Africano (imagem a) e Asiatico (imagem b).

a) Continente Africano
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No Brasil, a distribuicdo dos haplotipos varia de
acordo com a migracao forcada ocorrida. Em Sao Paulo, estudos
anteriores em pacientes HbSS, mostraram maior prevaléncia do
haplétipo Bantu (FIGUEIREDO ET AL, 1996). No estado da Bahia,
onde ocorreu maior afluxo de individuos provenientes do oeste
africano, observa-se grande numero de individuos com haplétipo

Benin (GONCALVES ET AL, 2003) (Figura 3).
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Figura 3: Fluxo de imigracao forcada entre o Continente Africano

e o Brasil

PANTE-DE-SOUSA ET AL (1999) analisando descendentes
de escravos em trés cidades na regido norte brasileira (Curiau,
Pacoval e Trombetas), consideradas como comunidades semi-
isoladas, observaram a maior porcentagem de alelos Senegal do

Brasil.

3.2.2. Haplétipos do gene da globina [
Foi identificada a presenca de trés hapldtipos ligados
aos alelos do gene B¢, denominados haplétipos I, II e III (TRAVI ET

AL, 1992). A heterogeneidade dos haplétipos associados com o
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gene B¢ resulta de trocas na posicdo 5’ do cluster do gene da
globina beta (NAGEL & STEINBERG, 2001). Sao raros os estudos de
haplétipo na HbCC, sugerindo que ele nao tenha importancia

neste tipo de hemoglobinopatia.

3.2.3. Haplétipos e HbSC

Sdo poucos os estudos de haplétipos em HbSC no
mundo. Estudo de STEINBERG ET AL, de 1996, analisando 73 adultos
com HbSC mostrou a seguinte freqiiéncia de haplétipos B°: 56%
de Benin, 25% do Bantu, 6% de Senegal e 12% de atipicos.
Quanto ao haplétipo do gene B¢ 71% eram do tipo I, 18% do II e
11% de outros hapldtipos. Este estudo também analisou aspectos
clinicos e ndo observou diferenca relacionada aos haplétipos,
propondo que o fato de, na HbSC, a HbF nao ser modulada pelos
haplotipos poderia ser responsavel pela auséncia de efeitos
clinicamente significantes.

Dois estudos brasileiros com pacientes HbSC adultos
encontraram alta freqiiéncia do haplétipo B> Benin (57,0 e 47,6%)
na mesma regido geografica onde observa-se predominio do
haplétipo Bantu nos individuos com HbSS, regido Sudeste
(BELTRAO, 1996; ALBERTO ET AL, 1998; GiL, 1998). Quanto ao

haplétipo do gene B¢, os resultados foram semelhantes ao da
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literatura com 67,85% do tipo I, 17,85% do II, 10,71% do III e
3,57 de haplétipo atipico (GiL, 1996).

Esta prevaléncia de haplétipo Benin em individuos
HbSC na mesma regidao onde individuos HbSS apresentam
predominio do haplotipo Bantu chamou a atencdao e na tentativa
de uma melhor elucidacdo dos mecanismos envolvidos, tivemos
como objetivo analisar o haplotipo do gene da globina beta em
criancas portadoras de HbSC e compara-lo aos resultados obtidos

em individuos adultos com a mesma hemoglobinopatia.
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CASUISTICA E METODOS
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CASUISTICA

Pacientes portadores de HbSC convidados a participar
deste estudo foram selecionados entre os acompanhados no
ambulatério de Especialidades Pediatricas da Universidade Federal
de Sdo Paulo (UNIFESP/EPM), durante o periodo de margo de
2005 a dezembro de 2007.

Os responsaveis pelos pacientes foram informados
sobre o0s objetivos do projeto e consultados sobre a vontade de
participar da pesquisa. Sendo favoraveis, 0s responsaveis
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo).

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP/EPM
(Anexo).

Os critérios de inclusdo resumiram-se a presenca de
HbSC em acompanhamento ambulatorial regular e nao houve
critérios de exclusao.

Foram incluidos 60 pacientes criancas e adolescentes
portadores de HbSC e as amostras de sangue periférico foram

obtidas durante as consultas no ambulatério.
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METODOS

O DNA (acido desoxirribonucléico) gendmico foi
isolado a partir de leucécitos provenientes de amostras de sangue
periférico de pacientes segundo a técnica de LEE ET AL, 1998B.

O sangue foi centrifugado para a remocao do plasma,
seguido da lise de hemacias com saponina e lavagem com solucdo
de KCI 100mM, Tris 10mM, MgCl, 2,5mM, Tween 1%, Triton X100
a 1% e Proteinase K. Apods incubacdo a 60°C por uma hora, foi
realizada a purificacdo do DNA com fenol, cloroférmio e alcool
isoamilico. As amostras de DNA de cada individuo foram
identificadas e armazenadas em freezer a —20°C.

Para a determinacao dos polimorfismos do gene
(SutTtoN, BOUHASSIRA & NAGEL, 1989) da beta globina foi utilizada a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase, (PCR = polymerase
chain reaction) com modificacdes, seguida de digestao. O mapa
dos haplétipos do complexo do gene B° e B¢ encontra-se na figura
4.

Em todas as reagdes, a PCR foi realizada para um
volume final de 50uL e continha concentracao de 10pmol dos
primers. A PCR foi realizada no termociclador Perkin Elmer

Cetus®.
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Para os primers H2/H3 (Tabela 1), H3/H4 (Tabela 2),
H7/H8 (Tabela 3) as condicdbes da reacao foram a seguinte:
temperatura de desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos,
seguido por 40 ciclos de 94°C por 90 segundos, anelamento a
55°C por 90 segundos, extensdo a 72°C por 120 segundos e
extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Para os primers H5/H6 (Tabela 4) e H9/H10 (Tabela
5), as condicoes foram: desnaturacdo inicial de 94°C por 5
minutos seguido de 35 ciclos de 94°C por 60 segundos,
anelamento a 55°C por 60 segundos, extensdo a 72°C por 60
segundos e extensao final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de
agarose a 2%, banhado em brometo de etidio e exposto a luz
ultravioleta (Alpha Imager™ 2.200, S3o Leandro, Califérnia,
USA).

Cada produto da PCR foi submetido a digestao com
enzima especifica por 4 horas a 37°C:

e fragmento H2/H3, produto de 782pb, digerido pela enzima
HindIII;

e fragmento H3/H4, produto de 762pb, digerido pela enzima
HindIII;

e fragmentos H5/H6, de 701pb, e H7/H8, de 614pb, foram

digeridos pela enzima HinclI e
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e fragmento H9/H10, 386pb, digerido pela enzima HinfI.
Os produtos da digestao foram separados em gel de
agarose a 1,5%, banhado em brometo de etidio e exposto a luz
ultravioleta (Alpha Imager™ 2.200, S3o0 Leandro, Califérnia,

USA).

A seguinte estratégia foi utilizada para identificacao
dos haplotipos: iniciou-se com os primers H2/H3 e H7/H8. Nos
casos inconclusivos, procedeu-se a reacdao H5/H6 e, de acordo
com os resultados obtidos foram realizados as reacdes seguintes
H3/H4 ou H9/H10 segundo o organograma disposto na Tabela 6.
A reacao denominada H11/H12 referida no organograma nao foi

realizada neste grupo de pacientes.
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Analise Estatistica

Foi utilizado o teste t para comparar as médias das
variaveis numeéricas. Para verificar a existéncia de relagcdo entre
duas variaveis categoricas, foi utilizado o Teste Qui-quadrado de
Pearson (X?).

Para todos os testes estatisticos foi utilizado o nivel de
significancia de 5% (a=5%), sendo estatisticamente significantes

os testes com nivel descritivo (p) menor que 0,05.
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Figura 4: Haplotipos do complexo do gene da globina B

G A

, € A S 5 B
5 L] Bl L] =
0 £ A N N N N Tt

HincII XmnI HindIII Pvull HincII Taql HinfI Avall Hpal

Haplétipos do gene B°

SENEGAL . + + - + + + + + + +
BENIN . - - - ¥ - + + - + -
BANTU - - + - + - - - - + +
SAUDI 4 + + - + + + + - + +
CAMER . - + + -+ + + +

Haplétipos do gene B°

I - + - -+ + + -
II - - - -+ + + -
III - - - - - + + -

Ref.: modificado de TALACKI ET AL, 1990 e POWARS, 1991
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Tabela 1: Seqiéncia dos primers utilizados para estudo

do polimorfismo H2/H3, tamanho do produto da PCR e

dos fragmentos apds digestdo com enzima HindIII.

Primers Produto | Produto

da PCR | digestao

H3 | Sense TGCTGCTAATGCTTCATTAC 8200 436pb
782p

H2 | Antisense | AAGTGTGGAGTGTGCACATG 346pb

Tabela 2: Seqliéncia dos primers utilizados para estudo do

polimorfismo H3/H4, tamanho do produto da PCR e dos

fragmentos apds digestdao com enzima HindIII.

Primers Produt | Produto

o da digesta
PCR o

H [Sense TGCTGCTAATGCTTCATTAC 360pb
762pb

3

H | Antisens | TAAATGAGGAGCATGCACAC 400pb

4 |e A
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Tabela 3: Seqliéncia dos primers utilizados para estudo do

polimorfismo H7/H8, tamanho do produto da PCR e dos

fragmentos apds digestdao com enzima HinclII.

Primers Produto | Produto
da PCR | digestao
H7 | sense TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 495pb
614pb
H8 | Antisense | GGACCCTAACTGATATAACTA 120pb

Tabela 4: Seqliéncia dos primers utilizados para estudo do

polimorfismo H5/H6, tamanho do produto da PCR e dos

fragmentos apds digestdao com enzima HinclII.

Primers Produto | Produto

da PCR | digestao

H5 | Sense GAACAGAAGTTGAGATAGAG | o, 364pb
H6 | Antisense | ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 337pb
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Tabela 5: Seqliéncia dos primers utilizados para estudo do

polimorfismo H9/H10, tamanho do produto da PCR e dos

fragmentos apds digestdao com enzima HinfI.

Primers Produto | Produto
da PCR | digestao
H9 Sense CTACGCTGACCTCATAAATG 239pb
386pb
H10 | Antisense | CTAATCTGCAAGAGTGTCT 147pb
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Tabela 6: Organograma para identificacdao dos hapldtipos

H2/H3 | H7/HS8 H5/H6
+/+ +/- BAN/I
-/- +/+ BEN/II
-/- H3/H4
BEN/I BEN/I ou -/- BEN/I
+/- | +/+ SEN/II CAM/IT +/-  CAM/II
CAM/II +/- H9/H10
SAU/II SEN/II +/+ SEN/II
SAU/II - /+ CAM ou SAU/II
+/- H9/H10
BEN/III SEN/III ou +/+ SEN/III
SEN/III SAU/III -/+ CAM ou SAU/III
BAN/II H3/H4
+/- | +/- SAU/III -/- +/- CAM/III
CAM/III BEN/III -/- BEN/III ou BAN/II
BAN/II H11/H12
CAM/III -/- BEN/III
+/- BAN/II
LEGENDA: SEN = Senegal BAN = Bantu
BEN = Benin CAM = Cameroon SAU = Saudi
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RESULTADOS
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Do total de 60 pacientes analisados, 25 (41,66%)
eram do sexo masculino e 35 (58,33%) do sexo feminino, com
média de idade de 3,72 anos e desvio padrao de 3,854. A
mediana foi de 2,0 anos e as idades variaram de 1 a 17 anos.

Dos sessenta cromossomos estudados para o
haplétipo B°, observou-se a presenga do haplétipo Bantu (56,7%)
em 34 pacientes, Benin em 25 pacientes (41,7%) e Senegal em 1

paciente (1,6%), como observado na Tabela 7.

Tabela 7: Distribuicdo dos haplétipos B> nos 60 cromossomos

estudados
Haplétipos B° Cromossomos %
Bantu 34 56,7
Benin 25 41,7
Senegal 1 1,6
TOTAL 60 100,0
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Na Tabela 8, observa-se a distribuicao do haplétipo B°

nos 60 cromossomos analisados. O tipo I foi observado em 54

pacientes (90%), o II e o III (5%) em 3 pacientes.

Tabela 8: Distribuicdo dos haplétipos B¢ nos 60 cromossomos

estudados

Haplétipos B© Cromossomos %
I 54 90
II 3 5
ITI 3 5
TOTAL 60 100,0
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Como resultado da analise do gendtipo, pode-se
observar 55% (33/60) de Bantu/I, 21% (21/60) de Benin/I, 5%
(3/60) de Benin/II e cada um dos gendtipos restantes, Bantu/III,

Benin/III e Senegal/ III, correspondeu a 1,6% (1/60) (Tabela 9).

Tabela 9: Distribuicdo dos gendtipos relativos ao hapldtipo B°/f¢

no grupo total de pacientes estudados

Genétipo pS/ B© pacientes %
Bantu/ I 33 55,0
Benin/ I 21 35,0
Benin/ 11 3 5,0
Bantu/ III 1 1,66
Benin/ III 1 1,66

Senegal/ III 1 1,66
TOTAL 60 100,0
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Analise comparativa dos resultados

Com o objetivo de verificar se existe ou nao diferenca
na freqUéncia dos haplotipos em diferentes faixas etarias,
realizamos o estudo comparativo dos dados deste estudo com
trabalho anteriormente realizado em populacdao de individuos
adultos com HbSC do nosso Servico (GiL, 1998).

Na tabela 10 mostramos quadro comparativo dos
diferentes gendtipos encontrados nos dois trabalhos.

A anadlise do gendtipo SC nestas duas populacoes
mostrou que os gendtipos Bantu/I e Benin/I foram os mais
freqlientes nos dois grupos, entretanto, enquanto nas criangas
observa-se maior nimero de gendtipo Bantu/I, nos adultos ocorre
o inverso.

Com o objetivo de realizarmos analise estatistica
destes dados, os grupos com menos individuos foram reunidos ou
suprimidos, conforme mostrado na Tabela 11. A analise

estatistica foi significante (p=0,0398).
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Tabela 10: Distribuicdo dos gendtipos SC (B°/BS) nos dois

estudos: atual (criangas) e anterior (adultos).

Genétipo B/ B©

Criancas (%)

Adultos (%)

Bantu/ I 33 (55,0) 8 (28,5)
Benin/ I 21 (35,0) 10 (37,5)
Bantu/ II 0 1(3,6)
Benin/ 11 3 (5,0) 4 (14,2)
Bantu/ III 1(1,66) 1(3,6)
Benin/ III 1 (1,66) 1(3,6)
Benin/atipico 0 1(3,6)
Cameroon/ 1 0 1(3,6)
Senegal/ III 1(1,66) 0
Atipico/ III 0 1 (3,6)
TOTAL 60 28
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Tabela 11: Distribuicao dos genodtipos SC nos dois grupos de
pacientes, reunindo os grupos com menor numero de
pacientes. Nesta tabela, os haplétipos B> Cameroon,

Senegal e atipico nao foram contabilizados.

Genotipos Criancas (%) Adultos (%)
Bantu/I 33 (55,9) 08 (30,8)
Bantu/II ou 01 (1,7) 02 (7,7)
Bantu/III

Benin/I 21 (35,6) 10 (38,5)
Benin/II ou Benin/III 04 (6,8) 06 (23,0)
Total 59 (100,0) 26 (100,0)

X% = 8,323 p = 0,0398
Graus de liberdade = 3

Quando comparamos apenas o0s gendtipos que
apresentaram maior freqiéncia nas duas populacdes, apesar da
diferenca entre elas, ndo foi observado diferenca estatistica (p=

0,2752). (Tabela 12)
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Tabela 12: Comparacdao dos gendtipos SC mais freqientes nos

dois grupos analisados.

Genoétipos Criancas (%) | Adultos (%) Total (%)
Bantu/I 33 (46,0) 08 (11,0) 41 (57,0)
Benin/I 21 (29,0) 10 (14,0) 31 (43,0)
Total 54 (75,0) 18 (25,0) 72 (100,0)

Fisher, p = 0,2752

Na Tabela 13, comparamos os dados do haplétipo B°

nos dois grupos analisados e ndo foi visto diferenca estatistica (p

= 0,1144).

Tabela 13: Comparacdo do haplétipo B° nos dois grupos

analisados

Haploétipos Criancas (%) Adultos (%)
Bantu 34 (56,7) 10 (35,7)
Benin 25 (41,7) 16 (57,2)
Outros 01 (1,6) 02 (7,1)
Total 60 (100,0) 28 (100,0)

X2 =4,337 p=0,1144
graus de liberdade = 2
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Quando comparamos apenas os haplotipos Bantu e

Benin, tabela 14, nao observamos diferencga significante entre os

dois grupos (p = 0,1570).

Tabela 14: Comparacdao da freqléncia dos haplétipo Bantu e

Benin nos dois grupos analisados.

Haplotipos Criancas (%) | Adultos (%) Total (%)
Bantu 34 (40,0) 10 (12,0) 44 (52,0)
Benin 25 (29,0) 16 (19,0) 41(48,0)

Total 59 (69,0) 26 (31,0) 85 (100,0)

Fisher, p = 0,1570

Quando comparamos a freqiéncia do haplotipo Bantu

em relacdo a qualquer outro haplétipo p°, tabela 15, ndo

observamos diferencga significante (p = 0,1083).
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Tabela 15: Comparacdo entre Bantu e outros gendtipos

encontrados
Haplotipos Criancas (%) | Adultos (%) Total (%)
Bantu 34 (39,0) 10 (11,0) 44 (50,0)
Outros 26 (30,0) 18 (20,0) 44 (50,0)
Total 60 (68,0) 28 (32,0) 88 (100,0)

Fisher, p = 0,1083

Quando analisamos a freqiiéncia dos haplétipos B>

dividindo as amostras segundo faixa etaria (<3 anos, 3 a 18 anos
e = 18 anos), nao observamos diferenca estatistica, tanto na
analise global dos haplétipos (Tabela 16, p = 0,3232), quanto na
andlise apenas dos haplétipos Bantu e Benin (Tabela 17, p =

0,1871).
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Tabela 16: Comparacdo dos haplétipos B° segundo faixa etéria.

< 3 anos 3 - 18 anos = 18 anos
Haplotipos N (%) N (%) N (%)
Bantu 21 (56,8) 13 (56,5) 10 (35,7)
Benin 15 (40,5) 10 (43,5) 16 (57,2)
Outros 01 (2,7) 00 (0) 02 (7,1)
Total 37 (100,0) 23 (100,0) 28 (100,0)

X2 = 4,667 p = 0,3232
graus de liberdade = 4

Tabela 17: Comparacdo do haplétipo Bantu com qualquer outro

hapldétipo, de acordo com a faixa etaria.

< 3 anos 3 - 18 anos = 18 anos
Haplétipos N (%) N (%) N (%)
Bantu 21 (56,8) 13 (56,5) 10 (35,7)
Outros 16 (43,2) 10 (43,5) 18 (64,3)
Total 37 (100,0) 23 (100,0) 28 (100,0)

X? =3,353 p=0,1871
graus de liberdade = 2
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DISCUSSAO
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A hemoglobina S (HbS) é a mais importante e
freqlente das variantes estruturais da hemoglobina A (HbA) em
populacdes de diferentes regides geograficas (SERIEANT, 1992;
CosTA, 2004). Apesar de ser mais comum em pessoas de etnia
negra, estudos populacionais tém demonstrado a presenca de
HbS em pessoas descendentes de populacdes do Mediterraneo,
Arabia e India (KaN & Dozy, 1980).

Apresenta extrema diversidade de manifestacoes
clinicas nos diferentes individuos, que podem variar desde quadro
clinico extremamente grave até outros praticamente
assintomaticos. Embora a falcizagcdo eritrocitaria seja o passo
fisiopatologico fundamental da doenca, as manifestagdes clinicas
e hematoldgicas sao influenciadas por varios outros genes (CosTA,
2004).

A hemoglobinopatia SC inclui-se dentre as Sindromes
Falciformes, onde podemos destacar, além da anemia falciforme
propriamente dita, a HbS associada as B talassemias, em suas
varias formas, e a HbS associada a HbD Punjab; HbO Arab e Hb
Lepore (WEATHERRALL & CLEGG, 1981 ; DACIE 1988).

Dentre as alteragbes clinicas das sindromes
falciformes, destaca-se o aumento da suscetibilidade a infeccgoOes,
secundario predominantemente a hipofuncao esplénica, razao

importante de oObito na primeira infancia (ROGERS ET AL, 1978;
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DRISCOLL ET AL, 1987). Assim, com o intuito de minimizar esta alta
freqiéncia de Obitos, além de medidas terapéuticas especificas
(penicilinoterapia profilatica, vacinagao adequada e
acompanhamento médico), foi instituido o diagnostico neonatal
de hemoglobinopatias pela Portaria do Ministério da Saude n°
822, de 06 de junho de 2001 (RAMALHO ET AL, 2002).

Como o Brasil apresenta uma populacao com
diferentes origens raciais e diversificados graus de miscigenacao,
a implantacdo do programa de triagem neonatal de
hemoglobinopatias inclui todos 0s recém-nascidos
independentemente do grupo étnico (DAuUDT ET AL, 2002; RAMALHO
ET AL, 2002; BACKES ET AL, 2005).

A partir da implantacao da triagem neonatal, dados
iniciais do estado de Minas Gerais mostraram 3,6% de individuos
com variantes estruturais da hemoglobina e um caso de HbSC
para cada 3.450 recém-nascidos (PAIXAO ET AL, 2001). Estes dados
chamaram a atencdo por mostrar uma freqiéncia de HbSC até
entao desconhecida.

Embora seja a segunda hemoglobinopatia mais
freqliente no Brasil, a HbSC tem sido relativamente pouco
estudada em nosso meio. Sua fisiopatologia é semelhante a da
anemia falciforme, consistindo, basicamente, de complicacoes

decorrentes da falcizacdo, da hemolise e das crises vaso-oclusivas
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(BELTRAO, 1996; STEINBERG ET AL, 1996; ALBERTO ET AL, 1998; GIL
,1998; NAGEL & STEINBERG, 2001).

Trés estudos brasileiros em HbSC procuraram analisar
os haplotipos B® na populacdo com HbSC e, dado constante nestes
estudos, foi a maior freqiiéncia do hapldtipo Benin (BELTRAO,
1996; ALBERTO ET AL, 1998; GIL ,1998). Este resultado comparado a
estudos em populacao HbSS na mesma regiao (estado de Sao
Paulo), mostrou diferenca evidente, ja que o haplétipo B°> mais
encontrado foi o Bantu (ZAGo, FIGUEIREDO & OGO, 1992; GONCALVES
ET AL, 1994; FIGUEIREDO ET AL, 1996).

A discrepancia de dados de frequéncia do haplétipo B°
poderia estar relacionada a movimentos migratérios, por exemplo
uma maior freqliéncia de individuos oriundos da Bahia, onde
predomina o haplétipo Benin (GONCALVES ET AL, 2003). Porém,
outra explicacao possivel seria uma acao moduladora do haplétipo
Benin, associado a manifestacdes clinicas menos graves em
individuos HbSS, que levaria a maior sobrevida destes individuos
na vida adulta (NAGEL ET AL, 1985; FIGUEIREDO ET AL, 1993).

Para tentar responder a esta questdao, analisamos 30
criangas encaminhadas pela triagem neonatal da cidade de Sao
Paulo com diagndstico recente e, portanto, com acompanhamento
adequado desde o nascimento. Além disso, foram também

estudadas 30 criancas com HbSC ja em seguimento no
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Ambulatério de Pediatria da UNIFESP/EPM ou seja, ndao oriundas
da triagem neonatal. Finalmente, estes dados foram comparados
aos de 28 individuos adultos com a mesma hemoglobinopatia e
estudados anteriormente (BELTRAO, 1996; GIL, 1998).

Como esperado, a distribuicdo do haplétipo B¢ neste
grupo de pacientes ndao mostrou diferenca em relagao a estudos
anteriores (SCHROEDER ET AL, 1989; BELTRAO, 1996; STEINBERG ET AL,
1996; ALBERTO ET AL, 1998; GIL ,1998; NAGEL & STEINBERG, 2001).

Ao compararmos o haplétipo B° das criancas
estudadas com o obtido nos individuos adultos, notamos uma
inversdao de hapldétipos, ou seja, maior freqiéncia de Bantu em
criancas e de Benin em adultos, independente de dividirmos o
grupo de criancas quanto a realizacdo de triagem neonatal.
Entretanto, esta diferenca nao foi significante, provavelmente
devido ao pequeno tamanho da amostra.

Realizamos diferentes comparacdes no sentido de
identificar se estas populacdes, criancas e adultos, apresentariam
diferenca estatistica. Apenas a analise de gendtipos mostrou
diferenca significante (tabela 11), provavelmente devido ao
predominio evidente do gendtipo Bantu/I em criangas (55,9%).

A gravidade clinica da HbSC é heterogénea e assim

como na HbSS e, fatores genéticos co-herdados com a mutacao
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falciforme necessitam ser elucidados quanto aos seus possiveis

efeitos moduladores. (LEE ET AL, 1998A)

A partir dos dados obtidos, nao podemos afastar a
possibilidade do haplétipo Bantu estar associado a pior
manifestacao clinica, interferindo na sobrevida dos pacientes com
HbSC. Estudos com maior numero de individuos e,
preferentemente, multicéntricos sdao necessarios para melhor
elucidacdo do papel dos haplétipos do gene beta nas

manifestacgdes clinico-laboratoriais das Sindromes Falciformes.
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CONCLUSOES
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A maior prevaléncia encontrada do haplétipo B¢ I (90%) confirma
achados anteriores na populacao do estado de Sdo Paulo e é
semelhante aos encontrados em outras populagdoes, como

Estados Unidos e Jamaica.

O hapldtipo B> mais observado nas criancas analisadas foi o do
tipo Bantu (56,7%), seguido pelo Benin (41,7%) e Senegal

(1,6%).

Foi observado diferenca na frequéncia dos haplétipos B> entre

criancas e adultos, porém esta nao se mostrou significante.

Estudos com maior numero de individuos e, preferentemente,
multicéntricos sao necessarios para melhor elucidacdo do
papel dos haplotipos do gene da globina beta nas
manifestagoes clinico-laboratoriais das Sindromes

Falciformes.
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Universidade Federal de S&o0 Pawlo Comité de Ftica em Pesquisa
Escola Pawlista de Medicina Hospital 530 Pauwio

Sao Paulo, 12 de agosto de 2005.
CEP 0612/05

limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) ANA ISABEL MALVA SILVA
Co-Investigadores: Maria Stella Figueiredo (orientador), Josefina Aparecida Pellegrini Braga, Faustino Moreira Neto
Disciplina/Departamento: Hematologia € Hemoterapia/Medicina da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o
Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref. Projeto de pesquisa intitulado: “Haplétipos do gene da globina beta em pacientes com hemoglobinopatia
sc em uma populagdo brasileira”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Intervengo diagnostica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco minimo, desconforfo leve, envolvendo coleta de sangue.

OBJETIVOS: Comparar as frequéncias dos alelos Bs e Bc em populagdes com HbSC em diferentes faixas etarias..

RESUMO: Serao estudados 60 portadores de HbSC, acompanhados ambulatorialmente no Ambulatério de Pediatria

da Universidade Federal de Sao Paulo. Serdo incluidos todos os pacientes com hemoglobinopatia SCde0ai3

os, divididos em 2 grupos: I: de recém nascido a criangas com idade menor ou igual a 3 anos e II: criangas de 3 até
anos. Sera realizada eletroforese para confirmacdo da HbC, teste de solubilidade das hemoblobinas para

nfirmagao da HbS. Sera realizado hemograma em contador eletrénico, e analise de DNA por técnica de PCR..

#£UNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo fundamentado, analisando o gene da globina Beta em pacientes com

hHemoglobinopatia SC..

MATERIAL E METODO: Estao descritos os procedimentos, sendo utilizadas técnicas de dominio do laboratério..

TCLE: .

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo - R$ 13000,00.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 7/8/2006 e 2/8/2007.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alterag3o do projeto e ftermo de consenfimenio livre e esclarecido. Nestas
jircunsténcias a inclus@o de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds
inalise das mudangas propostas.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

. 3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
Possivel auditoria dos 6rgaos competentes.

)
AT \/‘q.

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital S&o Paulo

Atenciosamente,
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HAPLOTIPOS DO GENE DA GLOBINA BETA EM PACIENTES COM
HEMOGLOBINOPATIA SC EM UMA POPULACAO BRASILEIRA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Para ter maior conhecimento clinico e cientifico sobre Hemoglobinopatia SC,
médicos e pesquisadores deste hospital desenvolvem pesquisas clinicas. Através desta
pesquisa é possivel conhecer melhor os mecanismos desta doencga e, portanto, oferecer
novas possibilidades de tratamento. Ainda mais, este trabalho envolve a busca de fatores
que contribuam para o entendimento da gravidade desta doenca.

Para fazer este estudo € necessario comparar os resultados obtidos em pacientes
que tenham Hemoglobinopatia SC, como seu filho(a), em diferentes faixas etarias. Por
isso, vocé esta sendo convidado a colaborar com este estudo, autorizando a coleta de 5
mL de sangue de seu filho(a) para pesquisa cientifica, através de uma pungéo venosa.
Este sangue sera utilizado para avaliacdo de fatores genéticos ligados a gravidade da
anemia falciforme, chamados de haplétipos.

Em caso de dano pessoal causado por este procedimento, seu filho(a) tera direito
a tratamento médico nesta instituicdo, bem como as indenizagbes legalmente previstas.
Todo o material colhido e usado nesta pesquisa sera identificado no laboratério por cédigo
formado por numeros e letras e, portanto, a privacidade e identidade de seu filho(a) serao
preservadas. A eventual inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica sera feita de
modo a manter o anonimato do voluntario. Além disso, todo material colhido sera utilizado
somente para esta pesquisa, ou seja, nao havera utilizagao futura.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Sao Paulo, de acordo com o processo n® 612/05, e todo estudo que vier a utilizar
este material sera previamente apresentado a apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do hospital.

Concordando com a participagdo, do modo descrito, € necessario esclarecer que
seu filho(a) ndo terd beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados
decorrentes da pesquisa. Se vocé nao concordar que seu filho(a) participe deste estudo,
sua decisao nao influenciara, de nenhum modo, sobre o atendimento dele e de parentes
ou conhecidos seus ou sobre um futuro atendimento seu neste hospital. Vocé recebera
uma copia deste documento e o original sera arquivado em seu prontuario.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é a Dra
Ana lIsabel, que pode ser encontrada na disciplina de Hematologia e Hemoterapia, Rua
Botucatu, 740 — 3% andar do prédio dos ambulatérios, fone 557-1550. Se vocé tiver
alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 1° andar cjto 14, fone 5571-
1062, tel/FAX: 5539-7162.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes
que li ou que foram lidas para mim. Eu discuti com a Dra. Ana Isabel sobre a
minha decisdo em participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais sao os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho
garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necesséario. Concordo
voluntariamente que meu filho(a) participe deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades
ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste servigo.
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Representante Legal: Data:_ / [/
Testemunha: Data:_ / /

(Somente para o responsavel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste
estudo.

Responsavel pelo projeto:

Data: / [/




