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SANTOS, Maria Emilia. Marcadores de trombofilia em portadores de anemia
falciforme. 2010. Tese. (Doutorado em Saude Publica) — Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz, Recife, 2010.

RESUMO

Introducéo : Os individuos afetados por trombofilia adquirida ou hereditaria tém mais
propensao a tromboembolismo venoso e arterial. Portadores de anemia falciforme
(AF) sao suscetiveis a episbédios tromboticos e tém nas crises vaso-oclusivas (CVO)
a principal manifestacdo clinica, com gravidade variavel entre pacientes. Obijetivo :
Identificar marcadores de trombofilia em portadores de AF com relacéo aos eventos
vaso-oclusivas (EVO): sindrome toracida aguda (STA), acidente vascular cerebral
isquémico (AVC), necrose asseptica de cabeca de fémur (NACF), priapismo,
sindrome méo-pé (SMP) e CVO. Metodologia : Apds consentimento informado, foi
coletada amostra de sangue de 100 individuos portadores de AF, em steady state, e
estudadas as variaveis: faixa etaria, sexo, os marcadores de trombofilia: anticorpos
antifosfolipidios - anticardiolipina (ACA), antif2 glicoproteina | (AB2GPI),
antifosfatidilserina (aPS), antilupico (AL) -, Fator V de Leiden (FVL), Fator 1l G2021A
(PM), polimorfismo C677T da MTHFR (MTHFR), deficiéncia de antitrombina (AT) e
FVIII elevado. Resultado: Idade e sexo ndo apresentaram associacdo com EVO; a
idade média do grupo estudado foi de 19,8 anos; 55% eram do sexo feminino e 45%
eram do sexo masculino. Trombofilia foi identificada em 62% e mostrou associacao
significante com CVO, enquanto AB2GPI mostrou associacdo com AVC. MTHFR
apresentou associacao significante para CVO. A deficiéncia de AT aumentou o risco
para SMP, sem significancia estatistica. FVIII elevado apresentou associacao
significante com EVO. Apenas 1 (1,15%) foi heterozigoto para o Fll G20210A,
enquanto que FVL né&o foi identificado. Discussédo: APB2GPI estdo associados com
risco para AVC na populacdo em geral. A virtual auséncia do FVL e do FIl G20210A
indica que nao representam risco para complicacbes na AF na populagéo estudada.
A deficiéncia de AT sugere ativacdo da coagulacdo na AF, apesar de terem sido
selecionados pacientes fora de crise. Conclusdo: FVL e PM ndo sao indicados
como marcadores de risco para EVO, ou mesmo de TEV na AF. Recomenda-se
pesquisa do AB2GPI IgG para risco de AVC, do polimorfismo C677T da MTHFR para
risco de CVO e dosagem do fator VIl para EVO na AF.

Palavras-chave: anemia falciforme, acidente vascular cerebral, trombofilia.



SANTOS, Maria Emilia. Markers for thrombophilia in patients with sickle cell
anemia. 2010. Thesis. (Doctorate in Public Health) - Aggeu Magalhdes Research
Center, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2010.

ABSTRACT

Introduction: Individuals affected by hereditary or acquired thrombophilia are more
prone to arterial and venous thromboembolism. Sickle cell anemia (SCA) patients
tend to develop thrombotic episodes, whose main clinical manifestation are vaso-
occlusive crisis (VOC), with variable severity among patients. Objective: Identify
markers of thrombophilia in patients with SCA and its relation with the following
vaso-occlusive events (VOE): acute chest syndrome (ACS), stroke, aseptic necrosis
of femoral head (ANFH), priapism, hand-foot syndrome (HFS) and VOC.
Methodology: After informed consent, blood samples were collected from 100
individuals in steady state from this group, and age, sex, thrombophilia markers:
antiphospholipid antibodies - anticardiolipin (ACA), anti2 glycoprotein | (AB2GPI),
antiphosphatidylserine (APS), lupus anticoagulant (LA) - Factor V Leiden (FVL),
G2021A Factor Il (FIIG20210A), MTHFR C677T polymorphism (MTHFR) deficiency
of antithrombin (AT) and high FVIII were analyzed. Results: The average age of the
studied group was 19.8 years; 55% of them were female and 45% of them were
male. Thrombophilia was identified in 62% of the population of the study and it was
correlated with VOC, while AB2GPI showed association with strokes. MTHFR was
significantly associated to CVO. AT deficiency increased the risk for HFS, although
there was no statistical significance for this. High FVIII was associated with VOE.
Only 1 (1.15%) were heterozygotes for the FIl G20210A, whereas FVL was not
identified. Discussion: APB2GPI are associated with stroke risk in general population.
Virtual absence of FVL and Fll G20210A indicates that it does not represent risk for
complications in SCA in the studied population. AT deficiency suggests the existence
of coagulation activation in SCA, although patients were out of crisis when selected.
Conclusion: FVL and FIIG20210A are not indicated as risk markers for VOE, or
even of VTE in SCA. It is recommended to research the AB2GPI IgG regarding to the
risk of stroke, and also of C677T polymorphism to risk of VOC, besides the dosage
of factor VIII for VOE in SCA.

Keywords : sickle cell anemia, stroke, thrombophilia.
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1 Definic&do do objeto

Individuos afetados por trombofilia adquirida ou hereditaria tém mais
propensdo a tromboembolismo (TE) venoso e arterial. Trombofilia pode estar
presente concomitantemente a outras patologias, como a anemia falciforme (AF),
cujos pacientes cursam com eventos vaso-oclusivos (EVO) de repeticdo, e maior
risco para TE venoso e arterial. Do mesmo modo, trombose tem um destacado papel
em varias complicacdes da AF (ATAGA et al., 2008; BLANN et al., 2003; DRISCOLL
et al., 2003; GLADWIN; KATO, 2008; PEGELOW et al., 2002).

A identificacdo de marcadores de trombofilia em portadores de AF, sua
prevaléncia e impacto na gravidade da doenca ndo sao bem elucidadas. Destarte,
os relatos disponiveis sobre o papel da trombofilia na AF no agravamento clinico dos
portadores desta doenca sao conflitantes e inconclusivos.
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2 Estado da Arte

2.1 Marcadores de Trombofilia

Os fendbmenos tromboembolicos venosos e arteriais representam uma das
primeiras causas de morbimortalidade no mundo ocidental, sendo mais significativas
que as causas hemorragicas. No Brasil, as doencas do aparelho circulatério
causaram mais de 300 000 mortes em 2006, representando a principal causa de
morte para ambos os sexos (BRASIL, 2008; CAMPOLIM, 2009; GUIMARAES et al.
2009). Por conta disso e também devido aos avancos bioquimicos e moleculares da
ciéncia, a hemostasia e a trombogénese tém sido cada vez mais estudadas.
Constata-se a existéncia de estados pro-trombéticos, transtornos adquiridos ou
hereditarios que conferem hipercoagulabilidade ou estado trombofilico. Os
individuos afetados tém mais propensao a tromboembolismo venoso e arterial que a
populacdo em geral (RAFFINI, 2009).

A patogenia da trombose venosa (TV) € multifatorial, resulta da interagdo de
variaveis ambientais e de atributos inerentes a pessoa, como idade, obesidade,
trauma, imobilizacdo prolongada, cirurgia, trombose prévia, cirurgia ortopédica,
gravidez, puerpério, uso de anticoncepcional oral, neoplasia, sepsis, cardiopatias,
diabetes, cancer, trombofilia congénita ou adquirida e outras situagdes (FURIE,
2009).

A trombose e a tromboembolia foram descritas pela primeira vez em 1856 por
Virchow, que propds sua conhecida triade, com alteracbes na parede do vaso, na
coagulacado e no fluxo sangtiineo. A participacdo das plaquetas foi estabelecida no
final do século XIX, e nas ultimas décadas foram acumulados conhecimentos de
grande importancia a respeito dos mecanismos moleculares da hemostasia e
trombose (KYRLE; EICHINGER, 2009).

O coagulo deve ser autolimitado, localizado e transitério, afinal o sistema
hemostéatico € um mecanismo de defesa. Para isto, existem pelo menos quatro
sistemas de regulacdo antitrombadtica. O primeiro € o sistema da AT, que inibe os

fatores da coagulacdo ativados: lla, Xa, IXa, Xla e Xlla. O segundo consiste no

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
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sistema da proteina C (PC), trombomodulina e proteina S (PS), que inibe os fatores
Va e Vllla, os quais fazem parte da ativacdo de X e Il. Os dois primeiros sistemas
limitam a geracdo de trombina e fibrina. O terceiro é o da prostaciclina, que limita o
depdsito de plaquetas ao coagulo em formacédo, e o quarto é o sistema fibrinolitico,
que causa dissolucdo do coagulo formado através da digestdo enzimética da fibrina
(ADAMS:; BIRD, 2009).

Disturbios congénitos relacionados a risco para TV e arterial incluem niveis
elevados dos fatores de coagulacédo da via intrinseca (fator VIII, 1X e XI), (GREEN,
2009). Para tromboembolismo venoso (TEV), sado descritas as deficiéncias de AT,
PC, PS, o Fator V Leiden, a resisténcia a proteina C ativada (RPCA), o FIl G20210A
(protrombina mutante) e outros (Quadro 1), (RAFFINI, 2009).

Por outro lado, condicbes adquiridas também podem interferir com o sistema
da hemostasia, aumentando o risco tromboético, como por exemplo, a sindrome do
anticorpo antifosfolipideo, estados infecciosos, idade, obesidade, dislipidemias, fumo
e o0 cancer (DEVRESSE, PEERLINCK, HOYLAERTS, 2010; GOLDENBERG;
MANCO-JOHNSON, 2008; KATE; VAN DER MEER, 2008;).

Fator de risco Populacdo em Historia de TEV Risco Relativo
geral (%) (%)

Def. de AT 0.02 2-3 12-20

FVL 0.05-4* 18-40 7.0

heterozigoto

FVL 0.02 1.5 80

homozigoto

FIl G20210A 0.06-2.7* 10-15 2.7-3.8

FVIII elevado 10-15 20-35 4.8

AAF 1.0-5 10-30 2-10

Quadro 1. Trombofilia na populacdo em geral e e
Fonte: Adaptado de Marlar; Fink; Miller (2007).
Nota: * Percentual menor em asiaticos e afro-de

descendentes de caucasianos

m pacientes com histéria de TEV.

scendentes. Percentuais maiores em

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
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A deficiéncia congénita de AT é uma doenga autossdmica dominante, sendo
a maioria heterozigota, com AT plasmatica normal e anormal. Afeta ambos 0s sexos
igualmente e ndo possui preferéncia por etnia (KHAN; DICKERMAN, 2006;
PATNAIK; MOLL, 2008).

A AT pode estar diminuida por deficiéncia adquirida. Neste caso, ocorre em
sepsis, coagulagéo intravascular disseminada, trombose venosa, embolia pulmonar,
e eventos trombo-oclusivos difusos venosos ou arteriais, por consumo; ha
insuficiéncia hepatica e neonatos, por baixa producdo; uso de estrogenos e
anticoncepcional oral, L-asparaginase, heparina; na pré-eclampsia e eclampsia; na
sindrome nefrotica e na doenca inflamatéria intestinal, por perda protéica (KHAN;
DICKERMAN, 2006; PATNAIK; MOLL, 2008).

A partir do relato de Dahlback et al., (1993), descobriu-se novo fator de risco
para trombose: a resisténcia a Proteina C Ativada (RPCA). Cerca de 90% dos casos
de RPCA se devem a substituicdo de uma guanina por uma adenina (G1691A) no
gene do fator V, ocasionando uma substituicdo de um residuo de arginina no cédon
506 por uma glutamina na molécula do fator V, um dos sitios de ligagdo com a
proteina C ativada. O fator resultante é chamado Fator V de Leiden (FVL) (BERTINA
et al., 1994).

O fator Va é inativado pela proteina C e seu cofator a proteina S mediante
protedlise, nas posicdes Arg 506, Arg 306 e Arg 679. A clivagem na posicao Arg 506
nao inativa completamente o fator Va; é na segunda clivagem (Arg 306) que ocorre
total inativacdo. No caso do FVL ndo ocorre a clivagem na Arg 506, entdo a
clivagem na posicdo Arg 306 é pelo menos dez vezes mais lenta, causando
resisténcia parcial a inativacdo (THORELLI; KAUFMAN; DAHLBACK, 1999).

A mutacdo FVR506Q néo s6 confere resisténcia parcial do fator Va a proteina
C ativada, prejudicando a inativacdo do FVa, como também reduz a degradacao do
fator Vllla porque esta requer a funcao sinérgica de cofator da proteina S e do fator
V proteoliticamente modificados pela proteina C ativada (THORELLI; KAUFMAN;
DAHLBACK, 1999). No entanto, o fator V defeituoso conserva sua atividade pro-
coagulante. Os individuos afetados tém tendéncia trombdtica, e essa enfermidade
atualmente é o mais comum fator genético de risco para TV (RAFFINI, 2009;
RODEGHIERO; TOSETTO, 1999), mais frequente que a deficiéncia de proteina C,
proteina S ou AT.

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
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A resisténcia a proteina C ativada devido ao FVL é uma doencga autossémica
dominante, com prevaléncia entre 2 a 7% na populacdo em geral, mais comum em
caucasoides europeus e norte-americanos. Sua incidéncia varia no mundo ocidental,
a Suécia apresenta 15%, a Alemanha, 10%, a Holanda, o Reino Unido e Estados
Unidos, de 3 a 5%. Na América do Sul, o Chile apresentou na populacédo 3,8%, a
Argentina, 5,1% (Buenos Aires), e o Brasil (S&o Paulo), 2%. Entre individuos de raca
negra, asiaticos e indigenas americanos o FVL é raro (GREGG; YAMANE; GRODY,
1997; REES; COX; CLEGG, 1995). Em Pernambuco foi encontrada prevaléncia de
2% na populacao assintomatica, e 18% em pacientes com trombose (RAMOS et al.,
2006).

A variante alélica da protrombina, Fator 1l G20210A, uma muta¢do na regiao
3’ ndo codificante do gene da protrombina (POORT et al.,, 1996) consiste na
substituicdo de uma guanina por uma adenina na posi¢cado 20210. N&o ocorre sintese
de protrombina mutante e sim maior estabilidade de seu RNA mensageiro, além de
um aumento da concentracdo plasmatica de protrombina, 0 que parece ser 0
mecanismo pelo qual predispde a ocorréncia de trombose (RAFFINI, 2009).

O FVL e o Fator Il G20210A contribuem para aumentar a trombina por
estimular a formac&o do complexo protrombinase por diferentes vias, sendo ambos
os fatores de risco hereditarios mais comuns para tromboembolismo venoso
(GUIMARAES et al., 2009; SANTOS et al., 2009).

A mutacdo FIIG20210A esta presente em cerca de 1 a 3% da populacdo
caucasoide e, assim como descrito para o FVL, € rara nas populagdes negras e
asidticas (FRANCO, 2004). Em pacientes com historia de trombose ha relatos de
uma prevaléncia em torno de 16 a 18%, sendo a segunda mais comum causa de
trombofilia genética (RAMOS et al., 2008).

Portadores do alelo G20210A do Fator Il tém risco aumentado para trombose,
0 que varia entre 2,7 a 3,8 vezes e é associado com trombose venosa cerebral. A
presenca simultanea do FVL e da mutacdo G20210A do Fator Il aumenta o risco
para TV quando comparado com o risco entre portadores heterozigotos para FVL
(POORT et al., 1996).

A MTHFR é uma enzima chave no metabolismo da homocisteina. O seu gene
tem 77 kb com 11 éxons e 10 introns e estd localizado no bragco curto do
cromossomo 1, regido 36 (1p36) (FROSST et al.,, 1995). A mutagcdo do tipo

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
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missense no gene da MTHFR promove a substituicdo do nucleotideo citosina por
timina (C—T no nucleotideo 677, éxon 4) (Mc CULLY, 1996), o que leva a troca do
aminoacido alanina para a valina no gene da MTHFR; esta mutacdo € ,também,
associada a uma forma de enzima termo labil de baixa atividade biol6gica. Altos
niveis de homocisteina no soro ou plasma foram atribuidos & presenca do
polimorfismo C677T da MTHFR, em associacdo com baixos niveis de folato e
vitamina B12 (COUTO et al.,, 2004b). A homocisteina é um aminoacido nao
essencial, formado exclusivamente a partir da desmetilacio da metionina
proveniente da dieta ou de seu catabolismo.

O polimorfismo C677T da MTHFR associado com elevagdo da homocisteina
representa fator de risco para eventos tromboembolicos venosos e arteriais. Além
disso, o polimorfismo C677T da MTHFR tem sido associado com necrose asséptica
de cabeca de fémur em pacientes com doenca falciforme (COUTO et al., 20044a;
FROSST et al., 1995; KUTLAR et al., 2001).

Grandes estudos prospectivos tém reportado associacdo entre concentracao
de fator VIl elevada e eventos cardiovasculares (GREEN, 2009). O fator VIII,
conhecido como fator antihemofilico (FVIII), € um pré-cofator ndo enzimatico da
coagulacao que circula no plasma complexado com uma proteina multimérica que o
estabiliza e protege de degradacédo, o Fator de Von Willebrand. Sintetizado no
figado, o FVIII é ativado a FVllla pela trombina, ligando-se ao FIX, formando um
complexo que catalisa a conversao do Fator X a Fator Xa. Esta etapa é critica para
produzir a fase de propagacéo da geracédo de trombina (BRUMMEL-ZIEDINS et al.,
2004). O gene do FVIII localiza-se no brago longo do cromossomo X na banda Xq28.
E constituido de 186 kilobases (kb) e codifica uma cadeia polipeptidica de 2.351
aminoacidos a qual dara origem ao fator VIII, uma proteina de 2.332 aminoacidos
(FRANCO, 2004).

A sindrome antifosfolipede (SAF) é uma doenca autoimune e consiste na
trombofilia adquirida mais comum; cursa com a presenca de anticorpos
antifosfolipides  (AAF), tais como anticorpos anticardiolipina  (ACA),
antiR2glicoproteina | (AB2GPI), antifosfatidilserina (aPS), anticoagulante lupico (AL);
clinicamente apresenta trombose recorrente, arterial ou venosa, aborto de repetigcéo,
plaguetopenia, dentre outros sintomas. Promove um estado de hipercoagulabilidade,

associando-se a trombose venosa profunda e arterial (flebite, veia cava, renal),
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embolia pulmonar, trombose corondria, trombose na artéria retiniana, eventos
neuroldgicos (derrame cerebral), trombose cutdnea (gangrena distal, livedo
reticularis - leséo cutanea reticulada indolor de cor vermelho-azulada, sendo mais
comum em extremidades), aborto recorrente e plaguetopenia (DEVRESSE;
PEERLINCK; HOYALAERTS, 2010).

“Mas a morte zomba dos enigmas. Ela é que os propde.”
Maurice Druon
2.2 Anemia Falciforme

Aproximadamente 270 milhdes de pessoas portam genes que determinam
presenca de hemoglobinas anormais no mundo. A anemia falciforme (AF) é uma das
hemoglobinopatias mais comumente encontradas no mundo, na Africa sub-
sahariana, freqiientemente no Mediterraneo, Oriente Médio e india. No Brasil, cerca
de 4% da populacéo é portadora do traco falciforme, nascendo anualmente 3,5 mil
criangas com a forma homozigética e mais de 8 000 afetados (BRASIL, 2002;
CANCADO; JESUS, 2007; WANG, 2004).

As sindromes falciformes englobam toda condicdo onde ha presenca da
hemoglobina S, resulta da troca do, aminoacido glutamina por valina (B6Glu—Val)
no gene da cadeia beta-globina da hemoglobina. Existem diversas variantes, desde
0 heterozigoto que herda um gene de hemoglobina beta A, e outro gene de globina
beta S. Este € o traco falciforme, que tem maior importancia no aconselhamento
genético (BANDEIRA et al., 2007; MURAO; FERRAZ, 2007). As variantes comuns
de doenca falciforme sdo a anemia falciforme homozigota (AF) - doenca da
hemoglobina SS — HbSS -, a doenca falciforme com dupla heterozigose para
hemoglobina C e S (doenca da hemoglobina SC — HbSC), e as [3-talassemias
falciformes, que sé@o a coexisténcia do gene S e da talassemia, outra anemia

hemolitica hereditaria, podendo se apresentar comumente nas formas HbS R°e R".

No final do século XV e inicio do XVI, a Europa estava no seu apogeu em

virtude do dominio da navegacdo. Os conquistadores europeus — especificamente
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espanhdis e portugueses — iniciaram a colonizagdo da América recém descoberta
implementando um sistema produtivo baseado na mé&o-de-obra escrava
(KALCKMANN et al., 2007). Assim, cerca de 3,6 milhGes de negros africanos foram
trazidos, o que disseminou o0 gene S no Brasil (BRASIL, 2002), (Figura 1). Devido a
miscigenacgdo ocorrida no Brasil, a doenca falciforme pode ser identificada também
em brancos (BRASIL, 2002).

Figura 1. Origem e dispersao do gene S no Brasil.
Fonte: Salzano (1986)

A AF caracteriza-se por episédios de crises vaso-oclusivas (CVO) que
respondem por alta morbi-mortalidade na infancia (BRASIL, 2009).

Sabe-se que varios fatores modulam a doenca, tais como os haplétipos e os
niveis de hemoglobina fetal (HbF), um dos modificadores da doenca, pois niveis
elevados de HbF melhoram o quadro clinico da AF (FIGUEIREDO, 2007; LETTRE et
al., 2008). Os niveis de HbF estdo relacionados com o haplétipo associado ao gene
da HbS. O haplétipo Senegal esta associado a niveis elevados de HbF (> 15%) e
curso clinico menos grave da doenca; o Benin, a niveis medianos de HbF (5% a
15%) e curso clinico intermediario; o Bantu ou Republica Centro Africana, a niveis
diminuidos de HbF (<5%) e quadro clinico mais grave; e o haplétipo Arabe-Indiano,
gue apresenta niveis elevados de HbF e curso clinico heterogéneo. O haplétipo
Benin (BEN) tem sido associado & Africa Ocidental; o Bantu ou Republica Centro
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Africana (CAR) a Africa Oriental e Centro-Sul; o Senegal a Africa Atlantico-Ocidental;
o Arabe-Indiano a India e Peninsula Ardbica e o Camardes a Costa Ocidental
Africana. Segundo BEZERRA et al., (2007), o estado de Pernambuco apresenta alta
frequéncia do haplétipo Bantu, que apresenta curso clinico mais grave.

A doenca se manifesta com anemia cronica, dor constante, CVO recorrentes,
como também crise aplastica, crise de sequestracdo esplénica, acidente vascular
cerebral (AVC), lesbes oftalmicas, cardiacas, pulmonares e renais, colelitiase,
necrose asseptica de cabeca de fémur (NACF), priapismo, Ulcera de perna e
alteracdes no crescimento e desenvolvimento. As dores recorrentes e complicacdes
causadas pela doenca interferem com aspectos da vida dos pacientes, restringindo
sua qualidade e expectativa de vida (BRASIL, 2009).

Tém sido descritas evidéncias de ativacdo da coagulacdo, das plaquetas e
endotélio na AF, além de hipercoagulabilidade (ATAGA et al., 2008; ATAGA;
CAPELLINI; RACHMILEWITZ, 2007; ATAGA, 2009a ; BEZERRA, 2009; BLANN et
al., 2003; BLUM et al., 2005; GLADWIN; KATO, 2008; NSIRIL et al., 1996; SETTY et
al., 2008; WUN et al., 1997).

Pacientes com DF e B-talassemia apresentam niveis reduzidos de proteinas
anticoagulantes, como proteina C, antitrombina, proteina S, além de marcadores de
geracdo de trombina aumentados e ativacdo plaquetaria (BEZERRA, 2009;
SHIMIZU, 2001; WUN et al.,, 1997). Foram demonstrados niveis elevados de
marcadores de ativagdo plaquetaria e plasmaticas, tanto em steady state como nas
crises vaso-oclusivas, além de elevacao dos niveis de ativacdo de protrombina por
Xa por hemécias com hemoglobina SS, SC e AS (BEZERRA, 2009).

Pacientes com AF manifestam complicacdes tromboticas, AVC trombdtico,
TVP e EP, causados por obstrucdes extensas de vasos com trombose sobrepostas.
Vérias publica¢cdes demonstram a presenca de trombose venosa e arterial. Séries de
autopsias mostraram evidéncias de trombos recentes e antigos na vasculatura
pulmonar (DOWLING et al., 2009; PLATT et al., 1994; STEIN et al., 2006).

Estudos sobre o impacto da trombofilia para a sintomatologia da DF sé&o
controversos, com desenhos que incluem portadores das varias formas de DF,
inclusive o traco falciforme. Além disso, a trombofilia hereditaria tem distribuicdo
étnica, com relatos de prevaléncia variavel em pacientes de DF (ADEKILE et al,
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2001; ANDRADE et al., 1998; BAYAZIT & KILING, 2001; KORDES, et al., 2002;
KUTLAR et al., 2001; RAHIMI et al., 2008).

Os individuos afetados por trombofilia adquirida ou hereditaria tém mais
propensdo a tromboembolismo venoso e arterial. Portadores de anemia falciforme
(AF) sdo suscetiveis a episodios tromboticos. Desse modo, ndo existem informacdes
acerca de marcadores para trombofilia em pacientes falciformes atendidos no
HEMOPE. No Brasil e no mundo estes dados sao insuficientes para afirmar que o

impacto da trombofilia no agravamento clinico das doencas falciformes € conhecido.
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3 Justificativa

Nascem no Brasil cerca de 3 000 criancas com AF. O Hospital de
Hematologia do HEMOPE tem cadastrados cerca de 1200 pacientes portadores de
anemia falciforme, condigdo das mais prevalentes no estado de Pernambuco.

A AF evolui cronicamente causando danos fisicos e emocionais as pessoas
acometidas, considerada um problema de saude publica e uma prioridade dos
governos estadual e federal (BRASIL, 2001). Até o presente momento nao se dispde
de tratamento curativo.

Embora tenha a mesma causa genética, afeta o corpo de maneira diferente
de pessoa para pessoa. Considerando que todos 0os componentes da prevencao e
tratamento da AF devem ser analisados de forma multidisciplinar, bem como o
impacto de fatores de risco e comorbidades, evidencia-se a necessidade de

pesquisas no campo dos marcadores de risco para fendbmenos vaso-oclusivos na AF
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4 Pergunta condutora da pesquisa

Qual a importancia de trombofilia na relacdo entre HbS em homozigose e crise

vaso-oclusiva?
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5 Definigéo de Objetivos

5.1 Geral

Identificar marcadores de trombofilia em portadores de anemia falciforme com

relacdo a eventos vaso-oclusivos.

5.2 Especificos

a) Determinar a prevaléncia de eventos vaso-oclusivos em portadores de
AF.

b) Determinar a prevaléncia de marcadores de trombofilia em portadores
de AF.
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6 Metodologia

6.1 Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado entre marco de 2005 a agosto de 2009, no Hospital
Hemope, no Laboratério Especializado de Hemostasia, com a contribuicdo do

Laboratério de Hemoglobinopatias e do Arquivo Médico.

6.2 Populacéo alvo

Foi constituida pelos 1161 pacientes portadores de anemia falciforme
cadastrados no Hospital Hemope.

Entre marco de 2005 a agosto de 2009, pacientes portadores de Anemia
Falciforme cadastrados no Hemope foram captados consecutivamente por busca
ativa na Coleta Ambulatorial do Hospital Hemope.

Apos consentimento informado, amostras de sangue e dados de prontuario
(APENDICE A) foram coletados.

6.3 Desenho do Estudo

Estudo tipo série de casos. Foram captados durante o periodo citado acima,

sob demanda, pacientes com AF no Ambulatorio do Hospital Hemope.

6.4 Critérios de Inclusao
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Pacientes portadores do gene S em homozigoze, HbSS, que concordassem
em participar do estudo, fora de crise falciforme — em steady state, apds dado o
consentimento livre e esclarecido pelo paciente ou seu responsavel (no caso de

menor).

6.5 Critérios de exclusao

Pacientes HbSS em crise hemolitica ou vaso-oclusiva, no curso de infecgbes
agudas, uso de medicamentos tais como anticoagulante, contraceptivo oral ou
antiagregante plaquetario.

Pacientes cujos prontuérios ndo tinham informacdes consistentes quanto ao
seu diagnoéstico e acompanhamento no Hospital Hemope.

Foram excluidos 10 pacientes porque na consulta do prontuario o diagnéstico
de anemia falciforme néo foi confirmado.

Pacientes que estivessem sendo assistidos no Servigo de Pronto Atendimento
do Hemope.
Pacientes que se recusassem em participar do estudo.

6.6 Eventos vaso-oclusivos

Os eventos da AF analisados neste estudo tém como base fisiopatolégica a
vaso-ocluséo (BANDEIRA, 2004).

Considerou-se eventos vaso-oclusivos (EVO) nesse estudo episoédios de
sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral isquémico (AVC),
necrose asséptica de cabeca de fémur (NACF), priapismo, sindrome méao-pé (SMP),
e a referéncia explicita em prontuario de ‘crise vaso-oclusiva’ (CVO).

Foram definidos cada um desses EVO da seguinte forma:

a) Sindrome toracica aguda: dor toracica, infeccdo, infiltrado pulmonar

respiratorio recente no raio-X e febre;
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b) Acidente vascular cerebral isquémico: diagnosticado a partir de relato em
prontuario médico confirmado por avaliacdo neuroldgica clinica, ou por
imagem;

c) Necrose 6ssea ou asséptica de cabeca de fémur: diagnosticada por exame
de imagem ou parecer ortopédico;

d) Priapismo: erecdo dolorosa do pénis que pode ocorrer em episodios breves e
recorrentes, ou episodios longos, podendo causar impoténcia sexual,

e) Sindrome mao-pé: crise de dor, dactilite, inflamacdo nos dedos, que ocorre
Nnos pequenos 0ssos das maos e pés, com edema destes membros;

f) Crise vaso-oclusiva: admissao hospitalar por episddio doloroso na auséncia
de outra causa que ndo a doenca de base, requerendo uso de medicacao
narcotica.

Segundo Pegelow et al., (2002), ha pacientes com anemia falciforme que
podem apresentar crise vaso-oclusivas silenciosas, sub-clinicas. Neste estudo, foi
considerado paciente com EVO aquele que apresentou relato em prontuario, a partir

de diagnastico clinico.

6.7 Variaveis do Estudo

A presenca de marcadores de trombofilia e eventos vaso-oclusivos.
a. Anticorpos antifosfolipides:
i. Anticorpo anticardiolipina IgG/IgM: presente ou ausente;
ii. Anticorpo Antil32glicoproteina | IgG/IgM: presente ou ausente;
iii. Anticorpo antifosfatidilserina IgG/IgM: presente ou ausente;
iv. Anticorpo ou anticoagulante lapico: presente ou ausente;
v. Mutacdo R506Q Fator V de Leiden: como heterozigoto,
homozigoto ou ausente;
b. Mutacdo do Fator Il G20210 A: interpretados e categorizados como
heterozigoto, homozigoto ou ausente;
c. Polimorfismo C677T na metilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR):

heterozigoto, homozigoto ou ausente;
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d. Atividade de antitrombina: reduzida ou normal,

e. Fator VIII: elevado ou normal.

f. Idade: até 12 anos; de 13 a 18 anos; de 19 a 29 anos; de 30 a 40; e >
de 40 anos;

g. Sexo: masculino e feminino;

h. Crise vaso-oclusiva: sim ou nao;

I. Sindrome toracica aguda: sim ou néo;

j.  Acidente vascular cerebral isquémico: sim ou néo;

k. Necrose 6ssea ou necrose asséptica de cabeca de fémur: sim ou n&o;

l.  Priapismo: sim ou ndo.

m. Sindrome mao-pé: sim ou nao.

6.8 Analise dos dados

Para analise dos dados foram obtidas distribuicdes absolutas, percentuais
(técnicas de estatistica descritiva) e foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson ou
o teste Exato de Fisher quando aplicavel; nas Tabelas bivariadas, obteve-se o risco
relativo para cada um dos eventos vasos oclusivos com intervalo de 95% de
confianca (técnicas de estatistica inferencial).

O nivel de significancia utilizado na decisdo dos testes estatisticos foi de 5,0%.
Os dados foram digitados na planilha Excel e o “software” estatistico utilizado para a
obtencdo dos calculos estatisticos foi o SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) na versao 13.

6.9 Considerac0es éticas

Os pacientes selecionados eram informados sobre o teor do projeto e, ap0s
consentimento informado do paciente ou responsavel (APENDICES B, C), a coleta

das amostras e dos dados era utilizada. Os pacientes foram esclarecidos que a nao-
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concordancia em participar da pesquisa ou se, a qualquer momento, quisessem sair
do estudo, ndo acarretaria em prejuizos para o seu acompanhamento e tratamento
no HEMOPE.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HEMOPE (ANEXO A).

6.10 Testes laboratoriais

Apos consentimento informado (APENDICE B, C), amostras de sangue
periférico foram coletadas com minimo de estase e assim distribuidas: um tubo de
4,5 ml de sangue sem anticoagulante para os testes de enzimaimunoensaio; um
tubo de 4,5 ml de sangue anticoagulado com &cido etilenotetradiacético (EDTA) para
os testes moleculares e um tubo de 3,6 ml contendo o anticoagulante citrato de
sédio a 3,2% (0,109M) na proporcdo de 1:9 (9 partes de sangue para 1 de
anticoagulante) para os testes em hemostasia. (ADCOCK; KRESSIN; MARLAR,
1997).

Testes de triagem - tempo de protrombina, tempo de tromboplastina parcial
ativada e determinacéo do fibrinogénio - foram realizados.

As amostras de plasma e soro foram entdo congeladas em aliquotas em
ultracongelador (freezer a -80° C) até a realizacdo dos testes. Nesta temperatura, 0s
analitos testados séo estaveis por minimo de seis meses.

As seguintes determinacfes foram feitas: anticorpos antifosfolipides - AAF -
(anticoagulante lapico, anticorpo anticardiolipina, anticorpo antifosfatidilserina,
anticorpo anti2 glicoproteina 1), pesquisa da mutacdo G20210A do fator I, fator V
de Leiden, polimorfismo G677T da MTHFR, atividade de antitrombina e dosagem do
Fator VIII.

Os AAF ACA (BioSystems, Barcelona Espanha), AR2GPI, APS (ORGENTEC
Diagnostica GmbH, Mainz, Alemanha), foram pesquisados por enzimaimunoensaio
para IgG e IgM. O AL foi investigado por técnica coagulométrica utilizando veneno

de vibora Russel diluido, (Instrumentation Laboratory, Barcelona, Espanha).

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ



Marcadores de Trombofilia em portadores de Anemia Falciforme 33

Santos, Maria Emilia

As pesquisas das mutagbes G20210A do fator Il, fator V de Leiden,
polimorfismo G677T da MTHFR foram realizadas por analise génica com
amplificacdo de DNA por PCR-RFLP e reconhecimento da mutacdo por digestao
enzimatica especifica (BERTINA et al., 1994; POORT et al., 1996).

A atividade de antitrombina foi determinada por técnica cromogénica funcional
(Instrumentation Laboratory, Barcelona, Espanha).

A dosagem do Fator VIII foi realizada pela técnica coagulométrica em 1
estagio.

As técnicas estdo descritas na Se¢do APENDICE.
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7 Resultados

A populagcdo estudada tinha, em sua maioria, entre 2 a 29 anos. Apenas 6
pacientes tinham mais de 40 anos. Pouco mais da metade era do sexo feminino
(Tab. 1).

Tabela 1 — Distribuicdo de portadores de AF analisados para marcadores de trombofilia
segundo a faixa etéria e o sexo, atendidos no Hospital HEMOPE.

Variavel n %

. Faixa etaria

Até 12 32 32,0
13a18 18 18,0
19a29 25 23,0
30a40 19 19,0
Acima de 40 6 6,0
Total 100 100
Sexo
Masculino 45 45,0
Feminino 55 55,0
Total 100 100,0

A prevaléncia de eventos vaso-oclusivos (EVO) foi 88%. O evento CVO foi o
mais frequente, seguido de STA e SMP (Tab. 2).

Tabela 2 — Prevaléncia de eventos vaso-oclusivos em portadores de anemia falciforme
atendidos no Hospital HEMOPE.

EVO Sim Nao
N %(1) N %(1)
Sindrome Toréacica Aguda 35 35,0 65 65,0
Acu_jent(? \/_ascular Cerebral 15 15.0 85 85.0
isquémico
Necrgse Asséptica de Cabeca de 6 6.0 94 94.0
Fémur
Priapismo ® 7 15,6 38 84,4
Sindrome Méo Pé 30 30,0 70 70,0
Crise Vaso-Oclusiva 79 79,0 21 21,0
Total 88 88,0 12 12,0

(1): O calculo dos percentuais foi retirado com bas e no nimero total de pacientes analisados (n = 100)
exceto para priaprismo.
2): O célculo foi obtido com base no nUmero de pac ientes do sexo masculino.
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A prevaléncia de AAF foi elevada, predominando os AB2GPI do tipo IgG (Tab.
3, APENDICE D). Nao foram identificados pacientes com ACA do tipo IgM.

Tabela 3 — Prevaléncia de anticorpos antifosfolipdes em portadores de AF atendidos no
Hospital HEMOPE (n=30)

AAF Positivo Negativo NR
N % n % n %

ACAIgGG 8 8,0 69 63 : 23 23,,

12, 78, 10,
AB2GPI 12 5 78 0 10 5
aPS IgG 9 9,0 82 85’ 9 9,0
Anticoagulante lupico 8 8,0 82 85 ’ 10 18 ’

65,

Total 37 37 65 0 ) )

Os pacientes analisados ndo apresentaram a mutacdao R506Q do Fator V,
Fator V de Leiden. Apenas 1 paciente apresentou a mutacdo G20210A da
Protrombina em heterozigoze. Foram heterozigotos para o polimorfismo C677T da
MTHFR 41,0% dos pacientes testados.

A deficiéncia de AT foi identificada em 5% dos pacientes. A maioria dos
pacientes apresentou trombofilia (Tab. 4).

Tabela 4 — Prevaléncia de deficiéncia de Antitrombrina e de Trombofilia em 100 portadores
de anemia falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

Variavel n %

Antitrombrina

Normal 89 89,0

Reduzida 5 5,0

NR 6 6,0

Total 100 100
Trombofilia

Presente 62 62,0

Ausente 38 38,0
TOTAL 100 100,0
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Nas Tabelas 5 a 13 s&o apresentados estudo da associagcdo entre a
ocorréncia de cada EVO com cada uma das variaveis: faixa etéria, sexo, trombofilia,
ACAIgG, AB2GPI, aPS IgG, Anticoagulante Ilupico, MTHFR, deficiéncia de
Antitrombina, FVIII elevado.

Tabela 5 — Trombofilia em relagdo a eventos vaso-oclusivos em portadores de anemia
falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

RR Valor de p
(IC a 95%)
STA 1,17 (0,66 - 2,08) pP=0,574
AVCi 1,43 (0,56 — 3,62) p®=0,453
NACF 1,63 (0,35 — 7,68) pP=0, 671
Priapismo 3,31 (0,44 — 25,13) p®=0,393
SMP 1,69 (0,84 — 3,40) pP=0,177
CVO 1,25 (0,98 — 1,59) p® = 0,042*
EVO 1,07 (0,91 — 1,26) p® = 0,364
Nota: (1): Qui-quadrado de Pearson. *Associagdo significante a 5,0%
RR: risco relativo STA: sindrome toracica aguda AVC: acidente vascular cerebral NACF: necrose

asséptica de cabeca de fémur SMP: sindrome médo-pé C VO: crise vaso-oclusiva EVO: eventos vaso-
oclusivos

STA nao aprsentou associagcdo com nenhuma das trombofilias analisadas
(Tab. 6).
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Tabela 6 — Avaliagdo de trombofilias frente a sindrome toracica aguda em
anemia falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

portadores de

STA
Variavel Sim N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % N % n %
«  ACAIgG
Positivo 3 37,5 5 62,5 8 100,0 p®=1,000 1,00
Negativo 26 37,7 43 62,3 69  100,0 1,00 (0,39 a 2,58)
Total 29 37,7 48 62,3 77  100,0
«  AR2GPI
Positivo 6 50,0 6 50,0 12 1000 p®=0527 1,34(0,71a2,54)
Negativo 29 37,2 49 62,8 78  100,0 1,00
Total 35 38,9 55 61,1 90  100,0
. aPS IgG
Positivo 3 33,3 6 66,7 9 100,0 p®=1,000 1,17 (0,45 a 3,07)
Negativo 32 39,0 50 61,0 82  100,0 1,00
Total 35 38,5 56 61,5 91  100,0
. Anticoagulante
lUpico
Presente 2 20,0 8 80,0 10 1000 p“®=0,308 2,00(0,56a 7,11)
Ausente 32 40,0 48 60,0 80  100,0 1,00
Total 34 37,8 56 62,2 90  100,0
«  MTHFR
Normal 12 27,9 31 72,1 43  100,0 p®=0,103 1,00
Heterozigoto 18 43,9 23 56,1 41 100,0 1,57 (0,87 a 2,84)
Homozigoto - - 4 100,0 4 100,0 *k
Total 30 34,1 58 65,9 88  100,0
. Antitrombina
Normal 33 37,1 56 62,9 89 1000 p®=1,000 1,00
Reduzida 2 40,0 3 60,0 5 100,0 1,08 (0,36 a 3,26)
Total 35 37,2 59 62,8 94  100,0
. FVII
Normal 11 52,4 10 47,6 21 1000 p?=0,075 1,00
Elevado 12 29,3 29 70,7 41  100,0 1,79(0,96,a 3,35)
Total 23 37,1 39 62,9 62  100,0
Notas: (1): Testa exato de Fisher. (2 ): Teste Qui-quadrado de Pearson. (**): N& o foi possivel

determinar devido a ocorréncia de freqiiéncia nula.

Das trombofilias estudadas, AB2GPI apresentou associagao significativa com

AVCI. O risco relativo foi elevado (Tab. 7).
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Tabela 7 — Avaliagdo de trombofilias frente a acidente vascular cerebral isquémico em

portadores de anemia falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

AVC - anterior

Variavel Sim N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % N % n %
* ACAIgG
L 1) -
Positivo ) i 8 100,0 8 100,0 P =087 **
Negativo 10 145 59 85,5 69 100,0
Grupo Total 10 13,0 67 87,0 77 100,0
« AB2GPI
Positivo . 417 . 58,3 12 1000 pM'=0,026* 3,25 (1,34 a7,87)
Negativo 10 12,8 68 87,2 78 100,0 1,00
Grupo Total 15 16,7 75 83,3 90 100,0
* Anti-PSIgG
Positivo 2 22 7 778 9 1000 P7=0639 140(037a525)
Negativo 13 15,9 69 84,1 82 100,0 1,00
Grupo Total 15 16,5 76 83,5 91 100,0
« Anticoagulante IGpico
Presente 1 10,0 o 90.0 10 1000 pP=1,000 1,75 (0,26 a 11,93)
Ausente 14 17,5 66 82,5 80 100,0 1,00
Grupo Total 15 16,7 75 83,3 90 100,0
« MTHFR
®_
Normal 9 209 34 791 43 1000 P =0453 1,00
Heterozigoto 5 122 36 87,8 41  100,0 0,58 (0,21 2 1,59)
Homozigoto ) i 4 100,0 4 100,0 **
Grupo Total 14 15,9 74 84,1 88 100,0
¢ Antitrombina
1) _
Normal 15 169 74 831 89 1000 P=1000 -
Reduzida ) ; 5 100,0 5 100,0
Grupo Total 15 16,0 79 84,0 94 100,0
e FVIII
Normal M= 0,705 1,00
2 95 19 905 21 1000 P=0 '
Elevado 6 146 35 854 41  100,0 1,54 (0,342 6,97)
Grupo Total 8 12.9 54 87,1 62 100,0

Nota: (*): Associacao significativa a 5,0 %.

(**): N&o foi possivel determinar devido
(1): Teste Exato de Fisher.

a ocorréncia de freqiiéncia nula.

Das variaveis apresentadas na Tabela 8 nenhuma mostra associagédo

significativa com NACF (p > 0,05).
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Tabela 8 — Avaliagdo das trombofilias frente a necrose asséptica de cabeca de fémur em
portadores de anemia falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

NACF
Variavel Sim N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % n % n %
«  ACAIgG
Positivo 1 12,5 7 87,5 8 100,0 p®%=0431 2,16 (0,27 a 17,01)
Negativo 4 5,8 65 942 69 100,0 1,00
Grupo Total 5 6,5 72 935 77 100,0
«  AR2GPI
Positivo 1 8,3 11 91,7 12 100,0 p®=0,587 1,30 (0,17 a 10,19)
Negativo 5 6,4 73 936 78 100,0 1,00
Grupo Total 6 6,7 84 933 90 100,0
. aPS IgG
Positivo - - 9 1000 9 1000 p®=1,000 ok
Negativo 6 7.3 76 92,7 82 100,
Grupo Total 6 6,6 85 934 91 100,0
. Anticoagulante
lUpico
Presente - - 10 100,0 10 1000 p®=1,000 o
Ausente 6 7,5 74 92,5 80 100,0
Grupo Total 6 6,7 84 93,3 90 100,0
«  MTHFR
Normal 3 7.0 40 930 43 1000 pP=0,402 1,00
Heterozigoto 2 4,9 39 95,1 41  100,0 0,70 (0,12 a 3,97)
Homozigoto 1 25,0 3 75,0 4 1000 3,58 (0,48 a 26,96)
Grupo Total 6 6,8 82 932 838 100,00
. Antitrombina
Normal 6 6,7 83 933 89 1000 p®=1,000 ok
Reduzida - - 5 100,0 5  100,0
Grupo Total 6 6,4 88 93,6 94  100,0
. FVII
Normal - - 21 100,0 21 1000 p®=0,290 ok
Elevado 4 9,8 37 90,2 41 100,0
Grupo Total 4 6,5 58 93,5 62 100,0

Nota: (**): N&o foi possivel determinar devido a oc  orréncia de freqiiéncia nula.
(1): Teste Exato de Fisher.

A Tabela 9 mostra que a prevaléncia de priapismo foi nula entre os pacientes
que tinham de 13 a 18 anos e variou de 18,8% a 19,0% nas outras duas faixas
etarias.

Tabela 9 — Distribuicdo de priapismo em portadores de anemia falciforme atendidos no
Hospital HEMOPE, segundo a faixa etéria

Priapismo
Faixa etaria Sim N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % n % n %
Até 12 3 188 13 81,3 16 1000 p™=0,644 1,00
13a18 - - 8 100,0 8 100,0 **
19 ou mais 4 19,0 17 81,0 21 100,0 1,02 (0,26 a 3,91)
Grupo Total 7 15,6 38 84,4 45 100,0

Nota: (**): N&o foi possivel determinar devido a oc  orréncia de freqiiéncia nula.
(1): Teste Exato de Fisher.
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Embora diferencas elevadas na prevaléncia de priapismo tenham sido
verificadas em algumas variaveis, entretanto devido ao reduzido numero de
pacientes em algumas categorias ndo se comprova associacdo significativa entre
priapismo e as trombofilias (Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliacdo das trombofilias frente a priapismo em portadores de anemia
falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

Priapismo
Variavel Sim N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
N % N % N %
* ACAIgG
Positivo 5 40,0 3 60,0 5 100,0 p®=0,169 3,30 (0,80 a 13,56)
Negativo 4 12,1 29 87,9 33 100,0 1.00
Grupo Total 158 32 842 38 100,
« AB2GPI
Positivo 1 250 3 750 4 1000 PY=0523  163(026a10,34)
Negativo 6 15,4 33 84,6 39 100,0
Grupo Total 7 163 36 837 43 100,
» Anti-PSIgG
. ™=
Positivo i i 3 100,0 3 100,0 p=1,000 -
Negativo 7 17,5 33 82,5 40 100,0
Grupo Total

7 16,3 36 83,7 43 100,0
« Anticoagulante lGpico

Presente > 333 4 667 6 1000 P”=0290 1,00
Ausente 5 152 28 848 33 1000 2,20 (0,55 2 8,83)
CIED UEEY 7 17,9 32 821 39 1000
« MTHFR
Normal 2 118 15 882 17 1000 P¥=0597 1,00
Heterozigoto 4 235 13 765 17  100,0 2,00 (0,42 a 9,50)
Homozigoto 1 25,0 3 75,0 4  100,0 2,13 (0,25 a 18,05)
gD et 7 184 31 816 38 1000

¢ Antitrombina

1 —
Normal 7 175 33 825 40 1000 P~=1,000 *

Reduzida ) . 3 100,0 3 100,0
Grupo Total 7 16,3 36 83,7 43 100,0
. FVIII
Normal W =0,631 1,00
1 91 10 909 11 1000 P7=0, '
Elevado 4 200 16 80,0 20 1000 2,20 (0,28 217,33)
e ekl 161 26 839 31 1000
. AAF
Presente 4 308 9 692 13 1000 p¥=0172  3,08(0,80a11,85)
Ausente 3 100 27 90,0 30  100,0 1,00
Grupo Total

7 16,3 36 83,7 43 100,0

Nota: (**): Nao foi possivel determinar devido a oc  orréncia de freqliéncia nula. (1): Teste Exato de Fis  her.
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N&o foi verificada associagédo significativa de nenhum dos marcadores de

trombofilia com sindrome méao-pé (Tabela 11).

Tabela 11 — Avaliagdo das trombofilias frente a sindrome méao-pé em portadores de anemia
falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

Variavel TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % N % n %
« ACAIgG
Positivo s 375 5 625 8 1000 PU=0682  136(051a360)
Negativo 19 275 50 725 69 100,0 1,00
Grupo Total 22 28,6 55 71,4 77 100,0
« AB2GPI
Positivo 4 333 8 66.7 12 1000 p® = 0,747 1,13 (0,47 a 2,70)
Negativo 23 2905 55 705 78 100,0 1,00
Grupo Total 27 30,0 63 70,0 90  100,0
» Anti-PSIgG
Positivo s 33 6 667 9 1000 PU=1000  1,14(043a304)
Negativo 24 2903 58 70,7 82 100,0 1,00
Grupo Total 27 29,7 64 70,3 91 100,0
« Anticoagulante IGpico
Presente s 300 7 700 10 1000 P?=1000  1,04(038a286)
Ausente 23 288 57 71,3 80 100, 1,00
Grupo Total 26 28,9 64 71,1 90 100,0
« MTHFR
1) _
Normal 9 20,9 34 791 43 1000 P¥=0193 1,00
Heterozigoto 16 390 25 610 41 100,0 1,86 (0,93 a 3,74)
Homozigoto 1 250 3 750 4  100,0 1,19(0,20a7,18)
Grupo Total 26 29.5 62 70,5 88  100,0
¢ Antitrombina
1) —
Normal 26 292 63 708 89 1000 P =1000 1,00
Reduzida 1 20,0 4 800 5 1000 1,46 (0,25 2 8,68)
Grupo Total 27 28,7 67 71,3 94  100,0
« FVIII
2)
Normal 5 238 16 762 21 1000 P7=0308 1,00
Elevado 15 366 26 634 41 1000 1,54 (0,65 a 3,65)
Grupo Total 20 23 42 67,7 62 1000
. AAF
Presente 1 35,5 20 645 31 100,0 p?=0,371 1,34 (0,71 a 2,50)
Ausente 17 266 47 734 64 100, 1,00
Grupo Total 28 29.5 67 70,5 95  100,0

Nota: (1): Teste Exato de Fisher.

(2): Teste Qui-quadrado de Pearson.
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Das variaveis contidas na Tabela 12, MTHFR em heterozigose demonstrou

associagao significativa com CVO.

Tabela 12 — Marcadores de trombofilia em relacéo a crises vaso-oclusivas em portadores de
anemia falciforme atendidos no Hospital HEMOPE

Variavel Sim Ve N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % N % n %
« ACAIgG
Positivo 6 750 2 250 8 1000 P"=0632 1,00
Negativo 57 826 12 174 69  100,0 1,10 (0,732 1,67)
Grupo Total 63 81,8 14 18,2 77 100,0
. AB2GPI
Positivo 10 83 2 167 12 1000 PPU=1000  1,03(0782136)
Negativo 63 808 15 192 78  100,0 1,00
Grupo Total 73 81,1 17 18,9 90 100,0
e Anti-PSIgG
Positivo 8 88.9 1 111 9 1000 P¥=1,000 1,10 (0,86 a 1,42)
Negativo 66 805 16 195 82  100,0 1,00
Grupo Total 74 81,3 17 18,7 91 100,0
« Anticoagulante lUpico
Presente 5 60.0 4 40,0 10 1000 PY=0108 1,38 (0,82 a 2,30)
Ausente 66 82,5 14 17,5 80 100,0 1,00
Grupo Total 72 80,0 18 20,0 90 100,0
« MTHFR
Normal 28 651 15 349 43 1000 P7=0016* 1,00
Heterozigoto 37 902 4 98 41 1000 1,39 (1,092 1,76)
Homozigoto 3 750 250 4 1000 1,15(0,63a2,11)
CITE T 68 773 20 227 88 1000
Normal 72 809 17 191 89 1000 PY=1000  1,01(064a 159
Reduzida 4 80,0 1 20,0 5  100,0 1,00
Grupo Total 76 809 18 191 94 1000
. FVIII
Normal 14 667 7 333 21 1000 PP=0107 1,00
Elevado 35 854 6 146 41 100,0 1,28(0,92a1,78)
Grupo Total 49 79,0 13 21,0 62 100,0
. AAF
Presente 25 806 6 194 31 1000 P¥=00944 1,00
Ausente 52 813 12 188 64  100,0 1,01 (0.82a1,24)
CIED UEEY 77 811 18 189 95  100,0

Nota: (*): Associacao significativa a 5,0%.
(1): Teste Exato de Fisher.
(2): Teste Qui-quadrado de Pearson.
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Das variaveis contidas na Tabelal3, niveis de FVIII aumentados mostraram

associacao significativa com EVO (p < 0,05, entretanto o intervalo para RR inclui o

valor 1,00).

Tabela 13 — Marcadores de trombofilia em relacdo a eventos vaso-oclusivos em portadores

de anemia falciforme atendidos no Hospital HEMOPE.

EVO
Variavel Sim N&o TOTAL Valor de p RR (IC a 95%)
n % N % n %
«  ACAIgG
Positivo 8 100,0 - - 8 100,0 p®¥=1,000 ok
Negativo 63 91,3 6 8,7 69  100,0
Grupo Total 71 92,2 6 7,8 77 100,0
«  AL2GPI
Positivo 10 83,3 2 16,7 12 1000 p®=0,343 1,00
Negativo 71 91,0 7 9,0 78  100,0 1,09 (0,84 a 1,42)
Grupo Total 81 90,0 9 10,0 90 100,0
. AntiPSIgG
Positivo 8 88,9 1 11,1 9 100,0 p®=1,000 1,00
Negativo 74 90,2 8 9,8 82  100,0 1,02 (0,80 a 1,29)
Grupo Total 82 90,1 9 9,9 91 100,0
. Anticoagulante
lUpico
Presente 7 70,0 3 30,0 10 1000 p®=0,079 1,00
Ausente 73 91,3 7 8,8 80  100,0 1,30 (0,86 a 1,97)
Grupo Total 80 88,9 10 11,1 90  100,0
«  MTHFR
Normal 34 79,1 9 20,9 43 100,0 p®=0,083 1,00
Heterozigoto 39 95,1 2 4,9 41 100,0 1,20 (1,02 a 1,42)
Homozigoto 4 100,0 - - 4 100,0 *x
Grupo Total 77 87,5 11 12,5 88 100,0
. Antitrombina
Normal 80 89,9 9 10,1 89 1000 p®=0438 1,12(0,72a1,75)
Reduzida 4 80,0 1 20,0 5 100,0 1,00
Grupo Total 84 89,4 10 10,6 94 100,0
. FVII
Normal 17 81,0 4 19,0 21 1000 p®=0,041* 1,00
Elevado 40 97,6 1 2,4 41 100,0 1,21 (0,97 a 1,49)
Grupo Total 57 91,9 5 8,1 62 100,0

Nota: (*): Associagao significativa a 5,0%.
(**): N&o foi possivel determinar devido  a ocorréncia de freqiiéncia nula.
(1): Teste Exato de Fisher.
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8 Discussao

A presenca de trombofilia na AF ndo aumentou o risco relativo para EVO de
modo significativo, quando considerados juntos todos os tipos de trombofilias e
eventos estudados. No entanto, ao se avaliar as trombofilias separadamente,
observou-se associacdo significante entre determinadas trombofilias e EVO
especifico.

Ha que se fazer consideracdes a respeito desses resultados gerais antes de
analisa-los detalhadamente. Os marcadores pesquisados no presente trabalho
fazem parte do perfil de investigacdo de trombofilia recomendados atualmente e os
resultados encontrados aqui sugerem que a trombofilia hereditaria tem baixo
impacto no desenvolvimento de EVO na AF.

A AF é usualmente encontrada em negros ou afro-descendentes, e a maioria das
pesquisas com trombofilia foram sido conduzidas em populagbes caucasianas.
Todavia, histéria familiar de TE é tdo comum em negros quanto em caucasianos,
alids, alguns estudos reportam incidéncia maior de TV em afro-americanos
(CUSHMAN, 2007). Ademais, dispOe-se de escassa informacéo da epidemiologia da
trombose na Africa, regiio do mundo onde esta concentrada a maior populacéo
negra.

Apenas 9,1% de causas genéticas para trombose foram identificados em estudo
com 142 casos de pacientes negros (PATEL et al., 2003a). No Brasil, a prevaléncia
do trago falciforme em grupos de anticoagulacao oral parece ser semelhante a da
populacdo em geral (KANG; CARDOSO; MACHRY, 2009), o que evidencia que nos
afro-descendentes a incidéncia de eventos TE se semelhante a outras etnias.

Portanto, os testes comumente utilizados para trombofilia hereditaria tém um
valor limitado na populacdo negra (CUSHMAN, 2007; DOWLING et al., 2003;
PATEL; PATH; ARYA, 2003b). Ainda assim, vivemos num pais com populacéo
miscigenada, donde Ramos et al., (2006) e Ramos et al., (2008) encontraram
prevaléncia de marcadores de trombofilia semelhante aos relatos da literatura, em
estudos conduzidos em pacientes atendidos na demanda do Hospital HEMOPE. Os
individuos tinham etnia na sua maioria parda e branca, enquanto que 0s pacientes

falciformes do presente estudo eram pardos ou negros, embora a DF possa ser
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encontrada em brancos (BRASIL, 2002). Pela dificuldade de classificacao de raga,
optou-se no presente estudo em ndo considerar a cor/raga.

A partir das evidéncias acima, é possivel que a falta de conhecimentos vigentes
sobre quais fatores de risco para trombofilia investigar na populacdo negra pode ter
sido um fator limitante do presente estudo.

Por outro lado, o préprio estado de portador do traco falciforme parece
representar risco para TEV. Estudo com 515 casos de afro-americanos
hospitalizados, e 555 afro-americanos controles da clinica meédica, encontrou
prevaléncia do alelo S maior entre os pacientes com TEV (OR 1,8), indicando que o
portador do trago falciforme tem quase o dobro de chance de TEV que aqueles com
hemoglobina AA (AUSTIN et al., 2007). No caso da populacéo falciforme parece
haver dificuldade de estabelecer valores seguros de referéncia para outros fatores
de risco de eventos TE, como hipertensédo, uma vez que na AF a pressao arterial
normal parece ser mais baixa que na populacdo em geral. Estudo mostrou que
hipertensdo sistélica em relacdo aos valores normais para portadores de AF
aumentou o risco para ataque isquémico, embora estivesse dentro dos limites de
normalidade para a populacdo ndo portadora de AF (PEGELOW et al., 1997). Além
disso, os intervalos de referéncia precisam ser estabelecidos para os testes
funcionais de trombofilia, como deficiéncia de Proteina C, Proteina S e Antitrombina
para a populacao negra (JERRARD-DUNNE et al., 2003).

O proéprio Ministério da Saude admite a lacuna de conhecimento cientifico para
subsidios a tomada de decisfes no campo da saude da populagéo negra, o que fere
0 principio da equidade no SUS. A populacdo negra representa metade da
populacao brasileira e possui demandas e problemas especificos nas questfes de
saude (BRASIL, 2005). No entanto, o acesso aos servicos de saude varia para 0s
diferentes grupos étnicos com maior desvantagem para 0s negros. Por exemplo, a
esperanca de vida ao nascer para as mulheres negras € menor que para as
mulheres brancas. Além disso, a esperanca de vida ao nascer na nossa regiao é de
73 anos, onde esta concentrada a maior parte da populacdo negra, enquanto nas
regides Sul e Sudeste € de 78 anos (BRASIL, 2008). Obviamente que ha outras
variaveis que interferem nessa diferenca, que ndo sdo objetos do presente estudo,
no entanto, este fato merece atencdo. Sabe-se que um portador de AF nos Estados

Unidos vive quase o dobro do que o mesmo individuo no Brasil. O fato de a AF ser
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associada com o conceito de raca, uma “doenca de negros” pode inconscientemente
reforcar uma atitude negativa e esteredtipos sobre negros — vistos como
geneticamente deficientes -, e AF — exclusiva de negros (BEDIAKO; HAYWOOD,
2009). Desse modo, o estado de traco falciforme pode ser subestimado em brancos
por eles proprios por ndo se identificarem com a DF, e pelos profissionais de saude,
lembrando que a AF também é encontrada em brancos no Brasil.

N&o por acaso, 0s negros e pardos no Brasil representam 70% dos mais pobres,
tém baixa escolaridade, e ainda sdo passiveis do persistente racismo institucional
(BEDIAKO; HAYWOOD, 2009; BRASIL, 2007; CORDEIRO; FERREIRA, 2009;
KALCKMANN et al., 2007). A verdade é que o quadro de exclusdo da populacdo
negra envolve multiplos fatores historicos, e determina o agravamento de suas
condicbes (como a AF), levando principalmente a prematuridade dos 6bitos tanto
para homens como para mulheres.

Outra questdo a ser considerada aqui é que se estudaram fatores de risco
(marcadores de trombofilia) para EVO. Ora, EVO sdo eventos que ocorrem por
conta da falcizacdo das hemécias SS sob desoxigenacdo, que € suficiente e
responsavel pelas manifestacdes patologicas vaso-oclusivas na AF, até por que o
fenbmeno da falcizacdo é exclusivo da hemoglobina S. Sabe-se que a oclusao
vascular na AF é constituida de massas de hemécias falcizadas. No entanto,
grandes vasos podem estar obstruidos na AF por coagulos de fibrina (BENNET,
2006). Além de que, dados histopatologicos de autdpsia demonstram que o trombo
falciforme consiste de hemacias, recoberto por coagulo. Episédios de trombose tém
papel importante na AF, cujos pacientes apresentam AVC trombdético, TVP e EP
causadas por obstrucéo extensa de vasos com trombose sobrepostas (DOWLING et
al., 2009; PLATT et al., 1994; STEIN et al., 2006). Séries de autépsias de pacientes
falciformes mostraram trombos recentes e antigos na vasculatura pulmonar. Assim,
embora EVO parecam ndo ter relacdo com fendbmenos tromboticos, ha evidéncias
de que a coagulacdo seja ativada e contribua para aumentar o risco de vaso-
oclusédo, e a presenca de trombofilia pode ser um agravante neste contexto clinico.

O conhecimento da coagulagdo como modelo celular e ndo como uma
cascata de reagles, considerando interacdo entre plaquetas, endotélio, vaso
sanguineo e proteinas da coagulacdo, coincide com o entendimento da

fisiopatologia do EVO na AF como mecanismo multifatorial, que envolve néo sé a
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falcizacdo da hemécia, mas ativagédo plaquetéria, moléculas de adesdo como o Fator
de von Willebrand, e o préprio vaso. Estudo em criangas portadoras de AF com AVC
mostrou hiperplasia da intima da parede vascular com trombose superposta de
grandes artérias cerebrais, bem como que a osteonecrose de medula tipicamente
ocorre em &reas onde h& uma circulagdo colateral e podem envolver trombose
intravascular e hipofibrinolise (QARI et al., 2007).

A hipercoagulabilidade da AF é multifatorial, por meio de conexdes de
inflamac&o vascular com vaso-oclusdo e trombose, possiveis alvos terapéuticos
para interromper esses processos (BENETT, 2006). Estudos clinicos com
anticoagulantes tém sido conduzidos, por exemplo, um duplo-cego utilizando
heparina de baixo peso molecular, tinzaparin, em 253 portadores de AF mostrou
reducdo das crises vaso-oclusivas, de sua severidade e da duracdo (QARI et al.,
2007). A heparina e HBPM demonstraram agcdo de aumentar a duracdo do inibidor
da via do fator tissular e aumento do éxido nitrico, potente vasodilatador, que inibe a
agregacao, ativacdo e secrecao plaquetaria, bem como inibe adesdo das células
falcizadas ao endotélio in vitro.

Por outro lado, terapias com anticoagulantes orais normalizam o estado de
hipercoagulabilidade na AF, mas ndo mostrou redugdo nas crises, presumindo-se
entdo que TEV ndo seria fator etioldgico nas complicagbes vaso-oclusivas da AF. No
entanto, uma vez que ha comprometimento da coagulacdo na fisiopatologia da
doenca, o TEV contribui substancialmente para a morbidade e mortalidade na AF
(BENETT, 2006).

Estudos sobre o papel da trombofilia para a sintomatologia da AF sao
escassos e controversos, incluem varias formas da doenca falciforme (até mesmo o
traco falciforme). Além disso, a trombofilia hereditaria tem distribuicdo étnica e
geografica, alguns estudos demonstraram alta prevaléncia de trombofilia na doenca
falciforme, enquanto outros ndo encontraram associagdo estatisticamente
significante entre a ocorréncia de CVO e heranca de alelo predisponente a trombose
(ADEKILE et al; 2001; KORDES et al., 2002; KUTLAR et al; 2001; MOREIRA et al;
2009; RAHIMI et al; 2008; ZIMMERMAN; WARE, 1998).

O presente trabalho identificou trombofilia em portadores de AF, tanto

genética quanto adquirida. Muito embora o risco relativo das trombofilias estudadas
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tenha sido 1,14 para crises vaso-oclusivas na AF, quando analisadas isoladamente
representaram associagado significante com determinados eventos vaso-oclusivos,
conforme sera discutido adiante.

Dentre os EVO, CVO foi o evento mais frequente, ocorrido em 79,0%,
seguido de STA (35,0%) e SMP (30,0%). A frequéncia de EVO foi de 88,0%.

Embora seja uma doenca monogénica, a AF apresenta variabilidade clinica
significativa. Em Pernambuco predomina o haplotipo Bantu, cuja caracteristica é ter
curso clinico grave. Como se pode ver nesses resultados, onde quase todos o0s
pacientes estudados tém eventos vaso-oclusivos, muitas vezes mais de um tipo de
evento, com frequéncia e severidade varidvel entre pacientes e eventos. Estudo
epidemiologico das crises dolorosas em grupo grande de portadores de DF
encontrou taxa meédia de 0,8 episddio/paciente/ano na AF.

ConsideragOes conceituais a respeito de crise vaso-oclusiva na AF s&o
necesséarias para entendimento dos critérios adotados neste trabalho. Crise vaso-
oclusiva (CVO) é definida por Costa (2004) como crise dolorosa grave que exige
tratamento hospitalar com analgésico parenteral por mais de quatro horas. Tomer et
al., (2001) em estudo com anemia falciforme, considerou CVO como evento de dor
aguda envolvendo extremidades — pulm&o e/ ou abdbmen, que requeiram
necessariamente analgesia parenteral. Para Wun et al, (2002), crise algica consiste
em dor que requeira admissdo hospitalar para analgesia com narcético. Para
Bandeira et al., (2004) crise vaso-oclusiva consiste em admissédo hospitalar por
episédio doloroso na auséncia de outra causa que ndo a doenca de base,
requerendo uso de medicacdo narcotica. Wang (2004) identificou crise falciforme
como ataque recorrente de dor envolvendo o esqueleto, pulméo, abdémen ou os
trés, numa variedade de sintomas que sao tipicamente recorrentes e potencialmente
catastroficos. O critério adotado no presente estudo para CVO foi o de Bandeira et
al., (2004).

A prevaléncia de STA foi de 35%, semelhante ao relatado na literatura. Cerca de
40% dos portadores de AF experimentam pelo menos um episédio STA na vida
(ELGHETANY; BANKI, 2007). Estudo com 3 751 casos de DF mostrou que 29,2%
dos pacientes tinham pelo menos um episédio de STA (CASTRO et al., 1994). E
uma causa frequente de admissdo hospitalar, e a causa lider de mortalidade em
adultos jovens (STUART; NAGEL, 2004). Estima-se que cerca de metade dos
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pacientes adultos com AF apresente pelo menos um evento de STA durante a vida,
com taxa de mortalidade de 3% (GUALANDRO; FONSECA; GUALANDRO, 2007).

O diagnostico de STA no Hospital HEMOPE ¢é feito geralmente no Servico de
Pronto Atendimento do Hospital HEMOPE, utilizando critérios clinicos - presenca de
dispnéia, dor toracica forte, febre, prostracdo, hipoxemia - e, complementarmente, o
raio X de térax com infiltrados recentes. Bandeira et al., (2004) define sindrome
toracica aguda (STA) como dificuldade respiratéria acompanhada de dor toracica
com surgimento de infiltrado pulmonar recente ao raio X de térax. Foi considerado
STA no presente trabalho todo relato textual em prontuario de “sindrome torécica
aguda”. Portanto, pode haver viés de informacao, pela dificuldade no diagndstico da
sindrome, que pode ser confundida com pneumonia, embolia pulmonar e
hipertensédo pulmonar, esta ultima comum na AF.

Aproximadamente 10% de criangcas portadoras de AF desenvolvem AVC
isquémico clinico antes dos 20 anos de idade, e outros 22% tém infartos silenciosos
(DRISCOLL et al., 2003; PEGELOW et al., 2002). Ocorre em criangas, por ocluséo
arterial intracraniana, e, nos adultos, por trombose ou hemorragia. Neste estudo
encontramos 15% de pacientes com histéria prévia de AVC clinico, isto &, aquele
com relato no prontuéario, confirmado por parecer do neurologista. Todavia, enfarto
cerebral silencioso ocorre em mais de 35% de criancas com AF (DOWLING et al.,
2009), cujo risco é extremamente alto, representa importante fator de risco de
morbimortalidade. O mecanismo que causa ndo esta bem explicado. Eventos
clinicos agudos, anemia aguda, efeitos hemodinamicos da AF nas artérias cerebrais
sdo alguns dos fatores mudltiplos sinérgicos importantes para promover infarto
cerebral na anemia falciforme. Leucocitose periférica, episddios de STA, e outros
fatores sé@o implicados no risco para AVC na AF. Mais adiante sera discutido o papel
da trombofilia no AVC na populagéo estudada.

O presente estudo néo identificou associacdo entre trombofilia e NACF, além de
que a prevaléncia de NACF encontrada foi inferior aos relatos da literatura. A
necrose avascular ou necrose asseptica afeta principalmente cabeca de fémur e
umero, atinge cerca de 10% dos pacientes falciformes (COSTA, 2004). Conforme
sera discutido, marcadores como o polimorfismo C677T da MTHFR n&o mostrou

associacdo com NACF no nosso estudo. Por volta dos 35 anos, metade dos
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pacientes de AF tem tido NACF (HAGAR; VICHINSKY, 2008). No nosso estudo, dos
seis pacientes com histéria de NACF, apenas 2 tinham menos de 18 anos.

Conjetura-se que 0s pacientes ao apresentarem sintomas de priapismo
geralmente demandam as grandes emergéncias publicas, ndo procuram o Pronto
Atendimento do Hospital HEMOPE, podendo informar ou ndo ao seu médico na
ocasiao da consulta de rotina no HEMOPE. No entanto, a prevaléncia encontrada foi
semelhante a relatada na literatura para pacientes com AF. De qualquer modo, a
trombofilia ndo apresentou associacao significativa com priapismo na AF no
presente estudo.

Existe um pico bimodal de incidéncia de priapismo na AF, que atinge criancas
entre cinco e dez anos e adultos entre vinte e cinquenta anos (BRASIL, 2002).
Nossos resultados coincidem com a literatura, pois ndo foram encontrados pacientes
na faixa etaria entre 12 e 18 anos com relato de priapismo, 0s pacientes com histéria
tinham entre 2 e 12 anos, e de 18 a 40 anos.

A prevaléncia de SMP encontrada estd em conformidade com a literatura
(BRASIL, 2001), e trombofilia ndo mostrou associacao com SMP.

A frequéncia de AAF em pacientes com eventos tromboembodlicos varia entre 4 e
14%. No presente estudo, a prevaléncia foi elevada (37%) de todos os AAF em 30
pacientes, em média de 9% para cada um isoladamente. Ressalte-se que neste
estudo AAF foram pesquisados em Unica coleta, e o protocolo para diagnostico de
SAF recomenda minimo de duas testagens com intervalos de dois meses entre elas
(MIYAKIS et al., 2006). Recorde-se que o0 objetivo do estudo era pesquisar AAF na
AF, e sua relagcdo com EVO.

Os critérios para diagnéstico de SAF incluem a pesquisa do AL pelo veneno de
vibora Russel, do ACA e o0 AB2GPI, IgG e IgM. Cerca 30 a 40% dos pacientes com
SAF tém TEV ou TA. O AL e AB2GPI estado fortemente relacionados com risco
trombdtico.

AAF foram relatados em portadores de AF, em outras populacbes (ATAGA;
ORRINGER, 2003; SANTAMARIA et al., 2005). Os AAF sédo encontrados em todas
as populagdes, com algumas variagdes na frequiéncia, bem como de complicagoes
clinicas. Fatores ambientais e genéticos contribuem para a variabilidade étnica e a
susceptibilidade para AAF (UTHMAN; KHAMASHTA, 2005).
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Os mecanismos de acdao dos AAF na indugdo de trombose sao apenas
parcialmente conhecidos. Estudos “in vitro” demonstram que estes anticorpos
causam interferéncia na ativacdo da Proteina C e na inativacdo do Fator V pela
Proteina C ativada, inibicdo da producéo da prostaciclina endotelial e estimulam a
funcdo plaquetaria. Além disso, relatos mostram aumento das moléculas de adesao
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule — 1 ) e ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule — 1), selectina endotelial (E-SEL), aumento da expressao de fator tecidual
e inducdo do estado pro-coagulante/pro-inflamatério nas células endoteliais
(PIERANGELI, 2004).

A faixa etaria de pacientes com AF mais acometida com AAF foi até os 18 anos.
SANTAMARIA et al., (2005) relata predominancia de ACA entre individuos jovens e
adultos. Nossos resultados em portadores de AF foram semelhantes aos relatos da
literatura para AAF em pacientes néo falciformes. Estudo na populacéo de pacientes
com TEV atendidos no HEMOPE mostrou frequéncia de 5,6% de ACA (ANDRADE;
SANTOS, 2004).

A distribuicdo de ACA foi ligeiramente maior no sexo feminino. Cervera, et al,,
(2002) encontrou predominancia de ACA no sexo feminino na populacdo né&o
falciforme. Estudo conduzido no HEMOPE em pacientes sob investigacdo de
trombofilia encontrou maior frequiéncia de ACA em mulheres, numa propor¢ao 2,75:1
(ANDRADE; SANTOS, 2004).

Anticorpos antifosfolipides podem ser encontrados transitoriamente em algumas
patologias, ou podem se comportar como um epifendmeno em outras doencas.
Podem ser induzidos por drogas como procainamidas, quinina, contraceptivos orais
e fenotiazinas, e infeccdes como sifilis. A prevaléncia e patogenicidade dos AAF
induzidos por drogas de um modo geral sdo baixas, embora AAF induzidos por
procainamida estejam associados com trombose (PIERANGELI; GHARAVI, 2006).
Os pacientes deste estudo nao faziam uso das citadas drogas, e sim de hidroxiuréia,
acido acetil salicilico, acido félico, tylex, dipirona e outras, variando de paciente para
paciente. No momento, as drogas conhecidas que podem induzir a formacao de AAF
sdo as citadas acima, que sejam: procainamidas, quinina, contraceptivos orais e
fenotiazinas. Estudo de avaliacdo do uso de hidroxiuréia por 5 anos tempo em
criancas com AF n&o faz mencgao ao surgimento de AAF (HANKINS et al., 2005).
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AAF autoimunes — patogénicos - podem ser gerados por imunizacdo com
produtos de bactérias e virus, apos incidental exposicéo ou infecgdo (PIERANGELI,
GHARAVI, 2006). Pacientes portadores de AF podem ser portadores do virus da
hepatite C, e outras infeccdes, embora ndo tenha sido objeto de estudo deste
trabalho determinar a prevaléncia de hepatite C ou outras doencgas infecciosas. De
qualquer modo, nem todos AAF gerados por imunizacao infecciosa sdo patogénicos,
podendo vir a ser em pacientes predispostos geneticamente (PIERANGELI;
GHARAVI, 2006). Com efeito, todos os pacientes com AL eram em nivel ‘moderado’,
e ndo apresentou associacdo com nenhum EVO.

Note que ACA do tipo IgG foi identificado na AF. Os anticorpos do isotipo IgG
apresentam maior relevancia clinica e maior significado com relacdo a trombose.
Anticorpos do tipo IgM séo de fase aguda, e desaparecem com o passar do tempo, e
do tipo IgG s&@o anticorpos de memoria, e se mantém na circulagdo. ACA séo
detectados em 1-2% de individuos assintomaticos. A presenca cronica de ACA esta
associada com um risco de TE de 30% arterial ou venosa, incluindo AVC e infarto do
miocardio. S&o encontrados em aproximadamente 10% dos pacientes com eventos
tromboembdlicos e associados com diversos quadros clinicos, como Ulceras de
membros inferiores (RODGERS; DEITCHER, 2004).

Os titulos de ACA considerados clinicamente sdo acima de 40 GPL (MIYAKIS et
al., 2006). Todos os pacientes com resultados positivos para ACA no presente
estudo tinham titulos abaixo de 30 GPL.

O RR da presenca de antiB2GPI para AVC foi de 3,25. Em populacdes néo
falciformes, AAF representam fator de risco independente para AVC em mulheres
jovens e jovens adultos (BREY et al., 2002; BREY, 2005; SANTOS et al., 2007).

A B2GP1, também conhecida como apolipoproteina H, glicoproteina de cadeia
simples, produzida no figado e na placenta, composta por sequéncia de 326
aminoacidos, com peso molecular de 50kDa. A B2GP1 liga-se a superficies de
cargas negativas, incluindo acido desoxirribonucléico, membranas celulares, células
endoteliais, macrofagos e fosfolipidios acidos. O V dominio da B2GP1 tem sido
sugerido como o sitio de ligacdo para fosfolipidios. Essa glicoproteina exerce
atividade anticoagulante e pro-coagulante. A interferéncia de AAF na interacao
fisiolégica da P2GPlI com fatores de coagulacdo constitui possivel mecanismo

patogénico para a ocorréncia de trombose na SAF. Essa glicoproteina € membro de
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uma superfamilia de proteinas que controla o sistema complemento. Além disso, os
anticorpos antif2GPI alteram a cinética das reacbes anticoagulantes e pro-
coagulantes, ligam-se a varios tipos celulares, tais como células endoteliais,
monacitos e plaguetas.

A presenca dos anticorpos AB2GPI mostrou associagdo forte com AVC na AF.
Consideracdes a respeito de causalidade e associacd0 sdo necessarias, nesse
caso. Levando em conta a intensidade de associacdo, segundo Almeida FILHO;
Rouquayrol, (2003), fundamentada no pressuposto de que quanto maior o valor
numérico que mensura a associacao, no caso o RR, mais provavel sera a existéncia
de associacéo entre a possivel causa - antiB2GPI na AF, e o efeito AVC. Adotando
os critérios de Bradford Hill (ALMEIDA FILHO; ROUQUAYROL, 2003) para
causalidade, antiB2GPI na AF como fator de risco para AVC atende aos seguintes
critérios: a intensidade da associacdo citada acima (RR 3,25), significancia
estatistica (p<0,05), consisténcia da associacdo e coeréncia cientifica: varios
estudos mostram associacéo dos anticorpos antiB2GPl com AVC em pacientes nao
falciformes (BREY et al., 2002; GALLI et al., 2003). No entanto, devido ao desenho
do estudo, a relagdo temporal ndo era conhecida no momento da coleta de dados,
ndo sendo possivel estabelecer relagdo causal, e sim, de associagéo.

AVC parece ser mais comum em mulheres com AAF (JARA et al., 2005). Neste
estudo, o RR para AVC no sexo feminino com relacdo ao masculino foi de 1,64 (ndo
significante). A razdo de prevaléncia entre pessoas do sexo feminino e masculino
em relagdo a AVC foi 1,259. Portanto, ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre a prevaléncia de AVC entre pacientes do sexo feminino e
masculino na AF nesse estudo.

Esse € o primeiro estudo que encontra associacao significante de AB2GPI com
AVC na AF. Serdo necessarios estudos prospectivos em outras populacdes
falciformes, com etnia semelhante e diversa, e também nas outras formas de DF.

Seis pacientes apresentaram multiplos AAF. Varios estudos reportam testes
anormais para AL e ACA em 2-15% de individuos aparentemente assintomaticos da
populacdo em geral, muitos desses anticorpos sao transitérios (GALLI et al., 2003).

A persisténcia de AL, no entanto, esta associada com risco de aproximadamente
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30% de desenvolvimento de sintomas caracteristicos de SAF (MARLAR; FINK;
MILLER, 2007).

Portadores de AF podem apresentar resposta humoral inadequada as infeccoes,
por disfuncdo do baco, ou mesmo ndo funcionamento deste. A habilidade de
clarificar bactérias pelo sistema reticuloendotelial neste caso fica comprometida, o
que faz com o paciente falciforme tenha uma maior susceptibilidade as infeccdes
(MARLAR; FINK; MILLER, 2007). Desse modo, o sistema de reconhecimento e
destruicdo do ndo-préprio (non self) esta comprometido nestes pacientes, podendo
levar ao surgimento de AL ou outros AAF em niveis moderados, provavelmente ndo
relacionados com EVO.

No presente estudo, aPS ndo apresentou associacdo significativa com eventos
vaso-oclusivos na AF. Os aPS nao estéo incluidos nos critérios de investigacao de
SAF, entretanto, e sua relacdo com trombose ainda ndo € clara. A sua pesquisa foi
incluida, uma vez que portadores de AF apresentam distribuicdo irregular de
fosfolipidios de membrana, com exposicdo anormal de fosfatidilserina
(STYPULKOWSKY; MANFREDINI, 2010). Dados sugerem que a producdo de AAF
em pacientes falciformes ocorre devido a exposicao de fosfatidilserina na superficie
dos eritrécitos falciformes, que levam a ligacdo de proteinas envolvidas com a
hemostasia, como anexina V, 2-glicoproteina | e protrombina (WESTERMAN et al.,
1999). No entanto, ndo se observou associacdo entre aPS e EVO na AF.

Apesar de ter sido evidenciada uma frequéncia de 6% de FIl G2021A em
individuos sob investigacdo de trombofiia na Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) (RAMOS et al., 2008) o presente estudo
verificou a presenca desta mutacdo na forma heterozigota em apenas 1 paciente.

O estudo Leiden Trombofilia, de base populacional, demonstrou uma prevaléncia
do alelo G20210A que varia de 6,2% entre os pacientes com trombose venosa e
2,3% entre os controles saudaveis (KHAN; DICKERMAN, 2006). E encontrada em
2% a 4% dos caucasianos sendo extremamente raro em populacbes nao
caucasianas (GUIMARAES et al., 2009).

Existem varios estudos que mostram evidéncias para o FVL relacionado com
evento de trombose entre a populagdo caucasiana. A prevaléncia de heterozigose

para a mutacdo no FVL em europeus, israelenses, arabes, canadenses varia de 1
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para 8,5%. Por outro lado, a mutacdo ndo esta aparentemente presente em
africanos negros, chineses ou japoneses (KHAN; DICKERMAN, 2006).

No Brasil, diversas pesquisas indicaram que a frequéncia do FVL poderia variar
de 1,6% a 2,6% na populacdo assintomatica, e em individuos com trombose esta
presente em 13,3% dos casos (RAMOS et al, 2006), o que n&o foi observado nesta
populacdo falciforme estudada, jA& que nenhum dos 86 pacientes com anemia
falciforme pesquisados apresentou a mutacgao.

A populacdo brasileira é bastante miscigenada, ndo sendo diferente em
Pernambuco, que tem ascendéncia negra, holandesa, portuguesa, india, e até
italiana, com predominio de pardos e brancos, talvez por isso seja identificada DF
em pacientes brancos (BRASIL, 2002; KORDES et al., 2002). Portanto, justifica-se a
inclusdo do FVL no estudo. RAMOS, et al., (2006) encontraram frequéncia de FVL
em pacientes atendidos no HEMOPE semelhante a literatura de paises caucasianos
(SELIGSHON; LUBETSKY, 2001). Nesta tese, a etnia nao foi considerada por ser
dificil de definir, pois a cor da pele ndo define o padrdo de heranca étnico, apenas
sugere. Além disso, a cor pode ser determinada a partir de como 0 sujeito se V€,
onde ele verbaliza sua cor, e/oupelo observador. Estas duas maneiras envolvem
elementos subjetivos, que poderiam causar viés de informacao no estudo, por esses
motivos a etnia ou cor n&o foi considerada.

No Brasil, foi conduzido em Campinas (SP) estudo de prevaléncia de marcadores
genéticos para trombofilia (Fator V Leiden, polimorfismo C677T da MTHFR, e a
mutacdo Fator Il G20210A) na DF, que incluiu 73 pacientes, distribuidos em 53
portadores de AF (HbSS), 16 portadores de hemoglobinopatia SC e 4 Sbeta-
talassemia, onde se concluiu que a trombofilia hereditaria teve baixo impacto clinico
no desenvolvimento de trombose e na mortalidade entre os pacientes estudados
(ANDRADE et al., 1998). Esse trabalho n&o incluiu trombofilia adquirida, além de ter
sido estudo foi descritivo, com tamanho de amostra limitado, além de incluir trés
variantes da DF, cuja evolucéo clinica é variada. Além disso, a constituicdo étnica do
povo brasileiro varia entre as regioes.

Estudo conduzido em Sao Paulo identificou heterozigose para FVL em apenas
um portador de DF, enquanto que o polimorfismo C677T da MTHFR esteve presente

em 19(34%) de uma populacao de 53 portadores de DF, assim distribuidos: 29 SS e
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24 SC. A protrombina mutante G20210A n&o foi identificada nestes pacientes
(MOREIRA NETO et al., 2006).

A auséncia do FVL nos individuos do presente estudo e outros estudos
brasileiros citados acima (ANDRADE et al, 1998; MOREIRA NETO et al., 2006),
indica que, nesta populacéo, provavelmente, ndo houve miscigenagao caucasiana,
portanto o FVL n&o representa risco para complicagcdes na AF, ndo sendo indicado
como parametro para investigacdo de pacientes com maior risco de eventos vaso-
oclusivos, ou mesmo de tromboembolismo na AF.

O gendtipo MTHFR C677T foi detectado em 46,6% dos pacientes, sendo
diferente da prevaléncia relatada por outros estudos. Balasa et al. (2002), encontrou
prevaléncia de 1% para este genotipo entre 110 negros americanos. Entre
caucasianos a prevaléncia varia de 10 a 20%, dependendo da distribuicdo
geografica. No Brasil, apesar da grande miscigenacdo, parece ndo haver uma alta
prevaléncia, uma vez que Morelli et al. (2002) relataram uma prevaléncia do alelo
C677T de 9%. Na Bahia, estudo com 69 portadores de AF, (COUTO et al., 2004b)
mostrou o polimorfismo C677T da MTHFR como fator de risco independente para
doenca vascular, com 18,6% de heterozigotos e 5,7% de homozigotos. A mutagao
G20210A néo foi encontrada nesta populacéo.

O alelo C677T da MTHFR apresentou maior RR para complicacbes vaso-
oclusivas em pacientes com AF. Zimmerman e Ware, (1998) avaliaram a ocorréncia
de acidente vascular cerebral em pacientes falciformes, mas ndo encontraram
associacdo entre MTHFR C677T e manifestacdes clinicas. Eles mostraram que
embora o polimorfismo C677T na MTHFR e a mutagcdo C1565T no gene da
glicoproteina plaquetéria llla sejam relativamente comuns em pacientes com DF,
nenhum dos dois foi indepentemente associado com o risco aumentado de
desenvolver crise vaso-oclusiva e necrose avascular (ZIMMERMAN; WARE, 1998).

Foi identificada a prevaléncia 5% de deficiéncia de AT em portadores de AF no
presente estudo. A prevaléncia de deficiéncia adquirida de antitrombina depende da
freqiéncia da doenca ou condicdo a ela associada (gravidez, coagulacdo vascular
disseminada, sepse, doenca hepatica, extensa cirurgia, queimaduras, tumores
malignos, estrégenos, contraceptivos orais, anemia hemoliticas agudas, sindrome
do anticorpo antifosfolipede, insuficiéncia renal, entre outras (PATNAIK; MOLL,
2008).
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Episddios de trombose aguda, CVO, crises hemoliticas, terapia com heparina,
podem mascarar o real nivel de AT acusando transitoriamente niveis baixos
(PATNAIK; MOLL, 2008). Um fator importante na pesquisa foi o cuidado na coleta
das amostras, selecdo de cada participante, na tentativa de evitar resultados falso-
positivos. Assim, o método escolhido, cromogénico funcional, detecta a deficiéncia
adquirida ou hereditaria, quantitativa ou qualitativa.

E importante que todas as causas de deficiéncia adquirida sejam afastadas antes
de classificar a redugdo como deficiéncia hereditaria. E possivel que a deficiéncia de
AT encontrada seja adquirida pelo fato que a propria AF é uma doenca inflamatoria
cronica e uma anemia hemolitica, contribuindo para o consumo maior desta
proteina, jA que a mesma participa também da inflamacéo (PATNAIK; MOLL, 2008).
Além disso, as complicacbes da AF, como a insuficiéncia hepatica e renal,
favorecem disturbios na producdo e depuracdo da antitrombina, acarretando
também a sua reducao plasmatica (CRIADO et al, 2008).

De qualquer modo, a deficiéncia adquirida representa mau prognéstico quando
0S niveis estdo abaixo de 50-60%, todavia ndo esta bem claro quais sé&o os niveis de
antitrombina clinicamente relevantes, parece estar também relacionado com a causa
da deficiéncia (MACLEAN; TAIT, 2007).

Apesar da deficiencia de AT ser um importante marcador de trombofilia na
populacdo em geral, este estudo ndo encontrou resultado estatisticamente
significante com relacdo a EVO. Este ndo é o primeiro relato de deficiéncia de AT na
AF. Um dos primeiros trabalhos de que se tem noticia relacionando deficiéncia de
AT e AF foi um relato de caso de ulcera maleolar tratado com antitrombina com
sucesso (CACCIOLA et al.,, 1989). Posteriormente, outros trabalhos mostraram
reducao significante de AT na AF (BAYAZIT; KILINC, 2001) em steady state. Outro
estudo ndo encontrou diferenca entre os niveis de AT em pacientes em stady state e
durante crises (NSIRIL et al., 1996).

Na deficiéncia hereditaria, o risco de trombose aumenta quando a atividade
funcional da AT se reduz para menos do que 80% do normal, com maior risco
quando os niveis séo inferiores a 60%. O nivel da AT em heterozigotos geralmente
varia entre 40 e 70%. A homozigose em geral determina letalidade no embrido. Na

deficiéncia heterozigotica, a chance para ocorréncia de TEV é cerca de 10 vezes
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maior e quando os niveis chegam a ser inferiores a 50%, 0s primeiros sintomas
clinicos comecam a se manifestar (CRIADO et al, 2008).

O FVIII elevado mostrou associacdo com EVO na AF. Sabe-se que o0s niveis
elevados de fator VIII nestes pacientes podem contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia a proteina C ativada, gerando uma falha na resposta a esta molécula,
que predispde a formacéo de fibrina e contribui com a vaso-oclusdo (WRIGHT et al.,
1997). Niveis de FVIII elevado tém sido relacionados como fator de risco para TEV
em negros e outras etnias (PATEL; PATH; ARYA, 2003; CUSHMAN, 2007;
CUSHMAN et al., 2009).
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9 Conclusbes

1. Trombofilia hereditaria e adquirida estdo presentes na AF e aumentam o risco
para EVO.

2. Anticorpos anti2GPI, o polimorfismo C677T da MTHFR, e FVIII elevado
mostraram associacéo significante com AVC, CVO e EVO, respectivamente.

3. O FVL e FIl G20210A néo sao indicados como marcadores para investigacao
de risco para EVO, TEV ou TA na AF.

4. Conclui-se que algumas trombofilias estdo presentes na AF e que deve ser
considerada na identificacdo de pacientes com maior risco de desenvolver
EVO.
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10 Recomendacoes

1. A implantacdo de exames indicados de trombofilia em servicos de referéncia
do SUS, e consequente acompanhamento de pacientes falciformes com
trombofilia, como estratégia de aumentar a expectativa e qualidade de vida de
pacientes falciformes.

2. Desenvolvimento de estudos semelhantes para AAF em pacientes com outras
formas da DF.

3. Além disso, estudos na populagéo negra e parda do Brasil sdo recomendados

para identificacdo de marcadores de trombofilia proprios.
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APENDICES
APENDICE A - FORMULARIO PESQUISA DE PRONTUARIO
FORMULARIO PESQUISA DE PRONTUARIO

Nome: Registro:
N° da Ficha: Sexo: M () F () Data Na scimento Idade
Endereco: Bairro:
Cidade: Estado: CEP: _- Fone:
Evento vaso-oclusivo Ausente Presente
STA Sindrome toracica aguda: dor toracica, infeccao, infiltrado

pulmonar respiratorio recente no raio-X e febre

AVCi Acidente vascular cerebral isquémico: diagnosticado a
partir de relato em prontuario médico confirmado por
avaliacdo neurolégica clinica ou por imagem;

NACF Necrose Ossea ou asséptica de cabeca de fémur:
diagnosticada por exame de imagem ou parecer
ortopédico;

Priapismo Priapismo: erecdo dolorosa do pénis que pode ocorrer em
episodios breves e recorrentes, ou episédios longos,
podendo causar impoténcia sexual.

SMP Sindrome mé&o-pé: crise de dor, dactilite que ocorre nos
pequenos o0ssos das maos e pés, com edema destes
membros.

CVO crise vaso-oclusiva consiste em admissdo hospitalar por
episodio doloroso na auséncia de outra causa que ndo a

doenca de base, requerendo uso de medicacao narcotica.

Uso de drogas (AAS, Tylex, Hidréia, HU, Folato, Marevan) ( ) sim ( ) ndo Qual(is):
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (para menores)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Para menor) (Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntario (a) da pesquisa e pelo
responsavel). Resolugao n°196/96-1V, do Conselho Na cional de Saude.

Eu aceito
que meu filho(a) participe como voluntario(a) do estudo sobre marcadores de trombofilia , recebi da
Dra. Maria Emilia Santos, responsavel por sua execugao, as seguintes informacdes que me fizeram
entender sem duvidas os seguintes aspectos:

1. O objetivo deste estudo é procurar marcadores de trombofilia, que é maior tendéncia a

trombose, em pessoas com anemia falciforme.

2. Esta pesquisa poderda ou ndo trazer beneficios a minha pessoa no momento e, no
entanto, ajudara futuros pacientes.

3. Que esse estudo sera feito da seguinte maneira: serdo retiradas do brago do meu filho(a)
3 (trés) tubos (equivalente a uma colher de sopa) de sangue para exame com material
descartavel da mesma maneira que se colhe sangue para hemograma, o0 que ndo
acarreta danos minimos, pois € um exame comum, coleta-se sangue do braco onde
raramente pode acontecer, no local da puncdo, uma mancha roxa devido um
extravasamento do sangue, que sera espontaneamente absorvido.

4. Que o prontudrio sera consultado quanto a dados clinicos.

5. Que eu sempre que desejar, terei esclarecimentos sobre cada uma das etapas do
estudo, e que poderei, a qualquer momento, recusar a continuar participando do estudo
e, também, poderei retirar meu consentimento, sem que isso traga qualquer prejuizo ao
meu tratamento no HEMOPE.

6. Que as informagBes conseguidas através de minha participacdo ndo permitirdo
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgagdo
das mencionadas informacdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto,
nos meios cientificos.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a

participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas

responsabilidades, dos beneficios que a minha participacdo implicam, concordo em dele
participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA

SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco do responsavel pela pesquisa:

Maria Emilia dos Santos Instituicdo: Laboratério de Hemostasia do HEMOPE

Endereco: RUA JOAQUIM NABUCO, 171 GRACAS RECIFE-PE

Telefone para contato: 3182 4659 / 9213 2185

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas, dirija-se ao Comité de Etica
em Pesquisa do HEMOPE.

Rua Joaquim Nabuco, 171; 2° ANDAR. Fone: 3182 4771

Assinatura ou impresséao datiloscépica do responsavel legal

Assinatura do responsavel pelo estudo

Testemunha 1.

Testemunha 2.

APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (para adultos)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para adultos) (Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntario (a) da pesquisa e pelo
responsavel). Resolucdo n°196/96-1V, do Conselho Na cional de Saude.

Eu aceito
participar como voluntario (a) do estudo sobre marcadores de trombofilia , recebi da Dra. Maria
Emilia Santos, responsavel por sua execucéo, as seguintes informacgdes que me fizeram entender
sem duvidas os seguintes aspectos:

7. O objetivo deste estudo é procurar marcadores de trombofilia, que & maior tendéncia a

trombose, em pessoas com anemia falciforme.

8. Esta pesquisa podera ou ndo trazer beneficios a minha pessoa no momento e, no
entanto, ajudara futuros pacientes.

9. Que esse estudo sera feito da seguinte maneira: serdo retiradas do meu braco 3 (trés)
tubos (equivalente a uma colher de sopa) de sangue para exame com material
descartavel da mesma maneira que se colhe sangue para hemograma, o que ndo
acarreta danos minimos, pois € um exame comum, coleta-se sangue do braco onde
raramente pode acontecer, no local da puncdo, uma mancha roxa devido um
extravasamento do sangue, que sera espontaneamente absorvido.

10. Que meu prontuario sera consultado quanto a dados clinicos.

11. Que eu sempre que desejar, terei esclarecimentos sobre cada uma das etapas do
estudo, e que poderei, a qualquer momento, recusar a continuar participando do estudo
e, também, poderei retirar meu consentimento, sem que isso traga qualquer prejuizo ao
meu tratamento no HEMOPE.

12. Que as informagcbBes conseguidas através de minha participacdo ndo permitirdo
identificacdo da minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo
das mencionadas informacdes so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto,
nos meios cientificos.

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha

participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas

responsabilidades, dos beneficios que a minha participagdo implicam, concordo em dele
participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA

SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco do responsavel pela pesquisa:

Maria Emilia dos Santos Instituicdo: Laboratério de Hemostasia do HEMOPE
Endereco: RUA JOAQUIM NABUCO, 171 GRACAS RECIFE-PE

Telefone para contato: 3182 4659 / 9213 2185

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas, dirija-se ao Comité de Etica
em Pesquisa do HEMOPE.
Rua Joaquim Nabuco, 171; 2° ANDAR. Fone: 31824771

Assinatura ou impresséo datiloscopica do (a) voluntario(a)

Assinatura do responsavel pelo estudo (Rubricar as demais paginas)

Testemunha 1

Testemunha 2
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APENDICE D - Descricéo de pacientes portadores de AF com teste AB2GPI reagente com
relacdo a historia de AVCi.

Descrigéo de pacientes portadores de AF com teste AB2GPI reagente com relagéo a historia
de AVCi.

Paciente Faixa etaria ~ Sexo AB2GPI AVC
(Unidades (Unidades s/n
GPL) MPL)
10 18 a 40 Fem - 60 N&o
22 13a18 Mas 15 90 Sim
75 13a18 Fem 49 - Sim
77 2a12 Fem 24 - N&o
78 2al? Fem 32 - Sim
81 18 a 40 Fem 95 11 N&o
82 2al2 Mas 15 - Sim
86 2a12 Fem 9 - N&o
88 2al2 Mas 12 - N&o
91 18 a 40 Fem 60 - Sim
92 41 ou mais Fem Maior que 100 - N&o
93 13a18 Mas 15 - N&o

Valor de Referéncia: > 5 GPL ou MPL.
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APENDICE E - Pesquisa dos Anticorpos Antifosfolipides.

Anticorpos antifosfolipideos

Os Anticorpos antifosfolipedes (AAF) Anticardiolipina, beta2glicoproteina 1,
antifosfatidilserina, foram pesquisados por enzimaimunoensaio para IgG e IgM.

A pesquisa do Anticorpo Lupico foi feita por meio de testes coagulométrico,
por triagem e confirmatorio usando veneno de vibora Russel diluido
(GARCIA&FRANCO, 2004).

1 Anticorpo Anticardiolipina 1gG/IgM

Teste de enzimaimunoensaio, (BioSystems, Barcelona, Spain), onde os
anticorpos anticardiolipina (ACA) do soro, na presenca de [(2-glycoproteina I,
reconhecem a cardioliopina ligada na superficie da parede da microplaca. Anticorpos
anti-humanos IgG ou IgM conjugados a peroxidase, sdo entdo adicionados.
Finalmente, 3.3',5.5'-tetrametilbenzidina (TMB) com perdxido de hidrogénio séo
adicionados como substrato, ap0s desenvolvimento de cor, a rea¢éo € parada com
acido sulfurico. O produto final de cor amarela mensurado a 450nm, € proporcional a
concentracdo de ACA na amostra.

Execucdo da pesquisa de ACA: os reagentes foram colocados a temperatura
ambiente, assim como os soros foram retirados do freezer a -80° C e descongelados
para o teste. As amostras, controles, e calibradores foram diluidos em 1/50 em
tampdao fosfato 10mmol/l, e foram distribuidas na microplaca, juntamente com um
branco de reacdo, constituido do tampao diluente de amostras. Apdés 30 de
incubacdo a temperatura ambiente em camara Umida, o conteddo da placa foi
aspirado e esta foi lavada 4 vezes com 300 ul de tampéao fosfato-salina de lavagem.
O conjugado IgG ou IgM, foi pipetado — 50 pl. Apés 30 minutos de incubacéo, a
microplaca foi lavada seguindo o protocolo anterior de lavagem, para a remog¢ao dos
conjugado nao-ligado. Apos a pipetagem de 50 pl de substrato, a microplaca foi
incubada por 10 minutos em camara Umida na temperatura ambiente. Terminada a
incubacdo, 100 pl da solugdo de &cido sulfurico, para parada da reacdo foi
adicionada e a absorbancia do contetdo de cada poco da microplaca foi lida a 450
nm, utilizando o calibrador com concentracado zero de ACA ou o branco de reacéo

(tampéo diluente) como o zero de ajuste.
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Os célculos foram feitos plotando os valores da absorbancia dos calibradores
versus a concentracédo de ACA de cada um deles (GPL para IgG, ou MPL para IgM).
Apos a validacao do teste com a confirmacao dos controles, a concentracdo de ACA
das amostras era obtida pela interpolacdo da absorbancia do paciente na curva.

A garantia da qualidade do teste se baseava nos controles positivo e negativo
fornecidos no kit, além do uso de tampéo de amostras. A absorbancia do calibrador
0 GPL ou MPL deveria ser sempre abaixo de 0,4. A concentracdo do controle
positivo deveria ser sempre maior que 40 GPL ou MPL, e do controle negativo
deveria ser abaixo de 12 GPL ou MPL.

Os valores de referéncia foram definidos da seguinte forma: amostras com
concentracdo acima de 18 GPL ou MPL eram consideradas positivas. Amostras com
concentracbes abaixo de 12 GPL ou MPL, eram consideradas negativas. As
amostras com resultados entre 12 e 18 GPL ou MPL, eram classificadas como
borderline, a técnica recomenda retestagem, inclusive pesquisar outros AAF, o que
ja estava previsto no protocolo. Neste estudo, amostras com resultados entre 12 e
18 GPL e MPL, foram consideradas como negativas. Apenas 0s pacientes com
valores acima de 18 GPL ou MPL foram tidos como positivos.

Valores de referéncia para pesquisa de Anticorpos Anticardiolipina por
enzimaimunoensaio.

Anti- B2-glicoproteina |

19G IgM
(U/ml) (U/ml)
<12 <12
12 -18 12 -18
> 18 > 18

2 Anticorpos Anti  B2-glicoproteina | 1IgG/IgM
Principio

Teste imunoenzimatico (ORGENTEC Diagnostica GmbH, Mainz, Germany),
destinado ao doseamento quantitativo dos auto-anticorpos de classe IgG e IgM
contra a B2-glicoproteina I.
Reagentes do Kkit:
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Microplaca constituida por 12 tiras fracionaveis com 8 pocos revestidos com
B2-glicoproteina | humana altamente purificada.

Calibradores de anticorpos anti- f2-glicoproteina I IgG e IgM em matriz soro-
tampéo (PBS/BSA), contendo IgG e IgM, nas seguintes concentracdes: 0; 6,3; 12,5;
25; 50 e 100ml.

Controles anti-p2-glicoproteina | em matriz soro/tampédo (PBS/BSA) positivo e
negativo, com concentracdes conhecidas.

Diluente de amostras (tampao Tris), concentrado (5x) contendo BSA em
tampéao PBS.

Conjugado enzimatico contendo um antisoro policlonal anti-h-lgG-lgG de
coelho, marcado com uma peroxidase em matriz PBS/BSA.

Conjugado enzimético contendo um antisoro policlonal anti-h-IgM-IgG de
coelho, marcado com uma peroxidase em matriz PBS/BSA.

Substrato para a peroxidase.

Solucéo de parada (acido hidrocloridrico 1M).

Solucéo de lavagem (PBS), concentrada (50x).

Preparo das amostras:
As amostras, soro ou plasma, foram diluidas no tampéao diluente 1:100 — 10 pl
de amostra para 990 de tampéo.
Execucéo do teste
1. Pipetou-se 100 ul dos calibradores, controles e amostras pré-diluidas em
tampao nos pocgos.

2. Incubou-se 30 minutos a temperatura ambiente.

W

Descartou-se o conteudo das placas e lavar trés vezes com 300 ul de solucéo
de lavagem.

Pipetou-se 100 ul do conjugado em cada poco.

Incubou-se 15 minutos a temperatura ambiente.

Repetiu-se a operacao 3.

Pipetou-se 100 ul de solucédo de TMB em cada poco.

Incubou-se 15 minutos a temperatura ambiente.

© 0o N o o b

Adicionou-se 100 pl de solucdo de parada em cada pogo e deixou-se de
repouso, sem agitar, por 5 minutos.

10. A densidade optica foi lida, a 450 nm e calculados os resultados.
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Controle de qualidade

O teste foi validado se a densidade 6ptica a 450 para o controle positivo e
controle negativo, assim como o calibrado A e F, estava de acordo os valores
respectivos indicados no Kit.
Valores de Referéncia

Valores de referéncia para pesquisa de Anti-p2-glicoproteina | por
enzimaimunoensaio.

Anti- B2-glicoproteina |

1gG IgM
(U/ml) (U/ml)
Normal <5 <5
Bordeline (zona 5-8 5-8
cinzenta)
Positivo >8 >8

3 Anticorpos Antifosfatidilserina IgG/IgM

A pesquisa de anticorpos antifosfatidilserina (APS) € um ensaio
imunoenzimatico de fase sélida indireta (ELISA). E designado para a determinacg&o
quantitativa dos auto anticorpos da clase 1gG/IgM dirigida contra os fosfolipideos
carregados negativamente. A microplaca estava recoberta com fosfatidilserina
altamente purificada. Os APA necessitam da 2Glicoproteina | como cofator para a
ligacdo, portanto, a microplaca entdo estava saturada com [(2 Glicoproteina |
humana.

Fasel:

Os calibradores, controles e amostras pré diluidas do paciente foram
pipetadas nos pocos da microplaca. Apds incubacao por 30 minutos, a microplaca
foi lavada com solugcéo de lavagem para remover 0s componentes nao reativos do
soro.

Fase 2:

O conjugado (anticorpos anti-lgG/IgM humano conjugados a peroxidase) foi

pipetado nos pogcos da microplaca para que reconhecessem 0s auto-anticorpos
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ligados aos antigenos imobilizados. Apds incubacdo de 15 minutos, foi feita a
lavagem para remocéo de conjugado nao especificamente ligados.

Fase 3:

Solucédo de substrato cromogénico contendo TMB (3,3',5,5 — Tetrametil —
benzidina) foi dispensada nos pog¢os. Durante uma incubagé&o de 15 minutos a cor
da solucdo mudava para o azul. O desenvolvimento da cor foi encerrado através da
adicdo de 1M de acido hidroclérico como solucdo de parada. A cor mudava para
amarelo. A intensidade da cor era diretamente proporcional a concentracdo de
anticorpos antifosfatidilserina IgG/IgM presente na amostra original.

A densidade 6ptica da microplaca foi lida em uma leitora de microplacas com

filtro de 450nm. Medidas bi-cromaticas com referéncia 600-690 nm foram realizadas.

Os valores de referéncia para anticorpos antifosfatidilserina séo:

Anticorpos Antifosfatidilserina

IgG [GPL U/ml] IgM [MPL U/ml]
Normal: <10 <10
Elevado: 210 =10

4 Pesquisa do Anticorpo Lupico

O Teste de Veneno de Vibora de Russel Diluido (TVVRD) foi o teste
escolhido para a deteccdo do Anticoagulante ou Anticorpo Lupico (AL) nesta
pesquisa por ser mais especifico. No teste do TVVRD é feito inicialmente um teste
de triagem, cujo reagente possui uma concentracao baixa de fosfolipidios, o que faz
com que seja altamente sensivel a presenca do AL, alargando o tempo de
coagulacdo na presenca deste. Por outro lado, uma alta concentracdo de
fosfolipidios no reagente da etapa de confirmacdo, neutraliza o AL e encurta 0s
tempos de coagulacao.

Além disso, por apresentar em sua composicdo o Veneno de Vibora de
Russel, o qual, na presenca de célcio, ativa diretamente o fator X da amostra, este

teste ndo é alterado por anormalidades nos fatores de contato, déficits de fatores VII,
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VIII e IX, inibidores ou ainda por niveis de heparina até 1U/ml, uma vez que esta é
neutralizada pelo prolibreno presente na composicao do reagente.

Foi realizado no coagulébmetro automatizado ACL 200 (Instrumentation
Laboratory, USA).

Para o célculo dos resultados dos exames foi utilizado o seguinte método:

Relacdo do AL Triagem = Tempo de coaqulacdo Plasma Paciente

Tempo de coagulacéo Plasma Pool

Relagéo do AL Confirmatoério = Tempo de coagulacdo Plasma Paciente

Tempo de coagulacao Plasma Pool

Relacao Final = Relacéo do AL Triagem

Relacédo do AL

A interpretacdo do resultado da pesquisa de AL est& na tabela 3. No presente
estudo, foi considerado como positivo para AL, todo aquele paciente com resultados
moderados ou forte presenca de AL. Aqueles que apresentavam fraca presenca de
AL foram considerados como negativos, pois este é um teste que sofre interferéncia
de uso de medicamentos e doencas inflamatorias. O resultado final foi expresso
como uma relagéo, de acordo com a tabela 3 abaixo.

Interpretacdo dos Resultados do TVVRD para pesquisa de AL
Relacéo Final Presenca de AL

Forte presenca de AL

>2,0
Moderada presenca de
15-2,0
AL
1,2-15
Fraca presenca de AL
<1,2

Auséncia de AL

Fonte: Laboratério de Hemostasia do HEMOPE
TVVRD - Teste do Veneno de Vibora Russel Diluido
AL — anticorpo lapico
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APENDICE F - Pesquisa dos Marcadores Moleculares - Fator V de Leiden, Fator II
G20210A, polimorfismo C677T MTHFR

Pesquisa dos Marcadores Moleculares - Fator V de Leiden, Fator [l G20210A,
polimorfismo C677T MTHFR

A pesquisa foi feita por anéalise génica com amplificacdo do DNA por PCR-
RFLP e reconhecimento da mutacdo por digestdo enzimatica especifica (Bertina, et
al., 1994; Poort, et al., 1996; Franco, 2004).

Extracdo do DNA

O DNA foi extraido dos leucécitos do sangue periférico pela técnica padrao de
fenol-cloroférmio (Lahiri & Nurnberger, 1991).

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm durante 10 minutos, o plasma
descartado e os eritrécitos lisados com uma mistura de solugdes contendo tampéao
de lise (tabela 4), (NH,Cl 0,144M e NH4HCO3 0,01M), e apds centrifugagdo o
sobrenadante foi desprezado.

Materiais para preparacdo do Tampao de Lise dos eritrocitos.
NH,CI Cloreto de amoénio 144M

NH4HCO3 Bicarbonato de aménio 0,01M

A seguir, a solugcdo denominada TKM1 (tabela 5), (Tris-HCI 10mM pH?7,6;

KCI 10mM; MgCl, 10mM; EDTA 20mM), foi adicionada ao precipitado juntamente
com 100ul de Triton X-100.

Materiais utilizados para a preparacdo da solugdao TKM1 de precipitagao dos

leucécitos.
10mM TRIS-HCI pH 7,6 2,5ml do 2M
10mM Kcl 5ml do 1M
10Mm MgClI2 5ml do 1M
20mM EDTA 5ml do 0,2M
Qsp 500ml
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As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 3000 rpm por 20
minutos e posteriormente o sobrenadante foi descartado, obtendo-se dessa forma, o
precipitado de leucocitos.

Para lisar os leucdcitos, foram adicionados 400ul da solugdo TKM2 (tabela 7)
(Tris-HCI 10mM pH7,6; KCI 10mM; MgCl, 10mM; NaCl 0,4 M; EDTA 20mM), e 25 pl
de SDS 10% e incubado a 55°C durante 30 minutos.

Materiais utilizados para a preparacdo da solucdo de lise dos leucdcitos
TKM2.

10mM TRIZ-HCI pH 7,6 2,5ml do 2M
10mM Kcl 5ml do 1M
0,4M NacCl 40ml do 5M
10mM MgCl, 5ml do 1M
20mM EDTA 5ml do 0,2M
Qsp 500ml

ApOs esse periodo, 180ul de NaCl 5M foram adicionados a solucéo anterior e
mantida a temperatura ambiente por 20 minutos. A amostra foi centrifugada a 12.000
rpm por 5 minutos e o sobrenadante transferido para outro tubo, adicionando-se a
ele, um volume igual de fenol e de uma solucdo cloroférmio/alcool isoamilico
(proporcédo 24:1) (figura 14), seguido de homogeneizacdo, centrifugacdo e
transferéncia do sobrenadante para outro tubo. A mistura de cloroférmio/alcool
isoamilico foi adicionada ao tubo, centrifugada e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo, no qual foram adicionados acetato de sédio 3M pH 5,3 e etanol
absoluto gelado para precipitacdo do DNA, sendo entdo novamente centrifugado a
12000 rpm por 5 minutos; o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” lavado com
etanol 70% gelado. Ao final, o DNA foi solubilizado em &gua deionizada e estéril.

Todas as solugdes utilizadas foram autoclavadas antes do uso.
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As solucdes de estoque foram preparadas conforme protocolo da tabela abaixo, e

posteriormente autoclavadas.

Preparo das soluc@es de estoque para o PCR.

TRIZ-HCI pH 7,6 - 2M

KCI 1 PM - 74,55 g/mol

MgCIl2 1M tinha PM -

203,30 g/mol

EDTA 0,2M
PM - 372,24 g/mol

NaCl 5M
PM - 58,44 g/mol

SDS 10%

Acetato de Sédio 3M pH 5,2

TE - Tampéo TRIS - EDTA

Cloroférmio - Alcool Isoamilico

Peso Molecular - 121,1 g/mol, foi pesada 121,19 para
500ml de agua destilada

Para obter 5ml 1M pesou-se 3,727g para 50ml de agua
destilada

Pesou-se 10,1659 de MgClI2

Para obter 5ml do 1M, foi pesado 7,449 para 100ml de
agua destilada

Foi pesado 292,2g para 1000ml de agua destilada

Foi pesado 10g para 100ml de agua destilada.
(Autoclavacao foi feita somente da agua, pois o SDS

precipita)

Merck - PM - 136,08 g/mol, pesou-se 163,299 para
400ml de agua destilada.
Sigma - PM - 82,03 g/mol, pesou-se 98,436g para
400ml de agua destilada.

Foi acertado o pH.

Foi pesado 1,211g de TRIS, 0,372g de EDTA, gsp
agua destilada 1000ml

Misturou-se 24 partes de cloroférmio para 1 parte de
alcool isoamilico.

(960ml de cloroférmio + 40ml de &lcool isoamilico).

Foi conservado em geladeira (4° C) até o uso.

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ



Marcadores de Trombofilia em portadores de Anemia Falciforme 86

Santos, Maria Emilia

Acetato de Soédio 3M pH 5,2 Merck — PM - 136,08 g/mol, pesou-se 163,299 para
400ml de agua destilada.
Sigma - PM - 82,03 g/mol, pesou-se 98,436g para
400ml de agua destilada.
Foi acertado o pH.

TE - Tampéo TRIS - EDTA Foi pesado 1,211g de TRIS, 0,372g de EDTA, gsp
agua destilada 1000ml

Realizac&o dos testes de PCR

Fator V de Leiden : A identificacdo da troca de uma G por uma A na posi¢cao
1691 do gene do fator V foi realizada como descrito previamente por Bertina et
al.,1994.

O FVL mutacéao foi pesquisado pela amplificacdo do exon 10 do gene do fator
V usando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os oligonucleotideos sense
5'-TCA GGC AGG AAC AAC ACC AT-3' e antisense 5-GGT TAC TTC AAG GAC
AAA ATA CCT GTA AAG CT-3' seguido por digestdo do produto da PCR com
endonuclease Mnl 1.

As condi¢bes da reagdo de PCR consistiram em 40 ciclos de desnaturacao a
94°C por um minuto, anelamento a 56°C por um minuto e extensdo a 72°C por um
minuto, precedidos de um passo inicial de desnaturacédo a 94°C por dez minutos e
finalizados com uma etapa de 72°C por cinco minutos. O produto de PCR de 241pb
foi submetido a digestdo com a enzima de restricdo Mnl I. A presenca da mutacao
cria uma sequéncia que a enzima Mnl | reconhece e leva a quebra do fragmento em
duas partes, uma de 209pb e outra de 32pb. Individuos heterozigotos para a
mutacdo apresentam trés fragmentos (241, 209 e 32pb) e individuos homozigotos
apresentam dois fragmentos (209 e 32pb). O produto da digestéao foi analisado por

eletroforese em gel de agarose a 3%.

Mutacéo da Protrombina ou FIl G20210A: A identificacdo da troca de uma
G por uma A na posicdo 20210 do gene do fator Il foi realizada como descrito

previamente por Poort et al.,1996.
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A reagdo de PCR foi executada utilizando-se os oligonucleotideos 5'-TCT
AGA AAC AGT TGC CTG GC-3' e 5-ATA GCA CTG GGA GCA TTG AAG C-3'. As
condi¢cbes da reacao de PCR consistiram em 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
um minuto, anelamento a 56°C por um minuto e extensdo a 72°C por um minuto,
precedidos de um passo inicial de desnaturacdo a 94°C por dez minutos e
finalizados com um passo de 72°C por cinco minutos.

O produto de PCR de 345pb foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo Hind Ill. A presenca da mutag&o cria uma sequéncia que a enzima Hind IlI
reconhece e leva a quebra do fragmento em duas partes, uma de 322pb e outra de
23pb. Individuos heterozigotos para a mutagdo apresentam trés fragmentos (345,
322 e 23pb) e individuos homozigotos apresentam dois fragmentos (322 e 23pb).
Quando o alelo normal estava presente, ndo houve clivagem para Hindlll e o
fragmento de 345 pb, permaneceu intacto. O produto da digestao foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 3%.

Polimorfismo da MTHFR C677T: A identificacdo da troca de uma C por uma T na
posicdo 677 do gene da MTHFR foi realizada como descrito previamente por Poort
et al.,1996.

Avaliagdo do polimorfismo de MTHFR C677T foi realizada inicialmente por
analise do fragmento de restricdo apos reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O
fragmento do gene foi amplificado usando os primers antisense 5-TCT AGA AAC
AGT TGC CTG GGC-3'e sense 5'-ATAGCA CTG GGAGCATTG TTG AGC-3..

O produto da PCR de 198 pb, foi digerido pela endonuclease Hinf | resultando
em fragmentos de 175 e 23 pb no estado homozigoto (TT) e 198, 175 e 23 pb em
heterozigotos (CT) (Froost et al.,1995).
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APENDICE G- Pesquisa de deficiéncia de atividade de Antitrombina

Pesquisa de deficiéncia de atividade de Antitrombina

Utilizou-se a técnica cromogénica funcional, (coaguldmetro ACL 200, IL-
Instrumentation Laboratory, Mildo, Italia), atualmente mais indicada para
identificacdo das deficiéncias hereditarias e adquiridas de antitrombina. Determina
deficiéncias quantitativas e qualitativas. As técnicas moleculares ndo sédo primeira
linha, pois sé@o descritos muitos tipos de alteracbes genéticas que promovem
deficiéncia de AT (Franco, 2004). A AT ¢ inibidor de trombina, Fator Xa, além de
Fator 1Xa, Xla, Xlla, plasmina e calicreina. O principio de medicdo cromogénico
baseia-se na desativacdo do Fator Xa fornecida no reagente pela Antitrombina do
plasma-teste. A Para-nitroanilina (substrato cromogénico) liberada é medida
cineticamente a 405 nm, sendo o seu nivel inversamente proporcional a atividade da
AT da amostra.

Materiais e reagentes (IL, Mildo, Italia):

Substrato cromogénico Para-nitroanilina S-2765, N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-
pPNA.2HCI;

- Reagente Fator Xa bovino, heparina, tampéao e albumina de soro bovino;

- Plasma Pool calibrador comercial;

- Tampaéo diluente Imidazol pH 7,4%;

- Solucéo de limpeza do ACL,;

- Plasma controle normal e deficiente em antitrombina;

Calibracao

Uma calibracdo foi feita, diluido o pool calibrador comercial 1:41 em tampé&o
diluente de fator, homogeneizado em vértex e colocado na posi¢éo ‘pool’ do prato de
amostras do ACL. O teste antitrombina foi selecionado no Menu e programada a
calibracéo, informando a concentracdo de antitrombina do pool calibrador e nimero
de lote dos reagentes.

Feita a calibracdo, os plasmas-teste e controles normal e deficiente eram
diluidos 1 : 41 (25l plasma:1ml de tampé&o imidazol). Ao término das analises, 0s
resultados eram validados se os controles normal e anormal estivessem dentro do
intervalo esperado.

Avaliacao das caracteristicas do desempenho do kit para AT:
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a) Especificidade: a metodologia cromogénica funcional utilizando Fator Xa
como substrato para a antitrombina do plasma-teste detecta as deficiéncias
quantitativas e a maioria das deficiéncias qualitativas (ZWICKER & BAUER, 2002).

b) Reprodutibilidade: testes de reprodutibilidade intra-ensaio e inter-ensaio
eram feitos com amostras de pacientes e plasmas controles normais e anormais.
Esse era o controle interno de qualidade.

c) Controle externo de qualidade era feito por meio de UK NEQAS — United
Kingdom National External Quality Assesment Scheme para Coagulacédo Sanguinea,
Programa de Garantia da Qualidade para Laboratorios de Hemostasia recomendado
pela Organizacdo Mundial de Saude, do qual o HEMOPE participa.

O procedimento de determinacdo da AT no ACL 200 consistiu em duas
etapas:

1. Incubagcéo do plasma-teste com Fator Xa, na presenca de excesso de
heparina.

2. Quantificacdo da atividade do Fator Xa residual por sua acdo amidolitica na
sintese de substrato cromogénico sintético.

A quantidade de Fator Xa, neutralizado no primeiro passo da reacdo, é
proporcional ao nivel de AT presente no plasma testado, visto que o Fator Xa
residual, no segundo passo da reacdo (medido pela Para-nitroanilina) €
inversamente proporcional ao nivel de AT do plasma-teste.

A linearidade da curva era entre 20 e 150%.

Os valores de referéncia variam entre 76 a 122%.

Amostras ictéricas, lipémicas e hemolisadas podem falsear os resultados.
Uso de heparina promove falsos resultados, deve-se evitar a coleta quando o
paciente estiver tomando esta medicacdo. Portadores de anemia falciforme
geralmente tém plasma ictérico e/ou hemolise, caracteristica que se agrava nas
crises falciformes. Como descrito na casuistica, evitou-se pacientes em crise
falciforme e/ou vaso-oclusiva. Além disso, o fabricante do equipamento ACL afirma
que resultados de AT no ACL 200 nao sao afetados por valores de hemoglobina até
100 mg/dL, bilirrubina até 20 mg/dL e triglicerideos até 1 200 mg/dL.
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APENDICE H — Dosagem do Fator VII|

Dosagem do Fator VIII

O ensaio compara a capacidade do plasma-teste com o plasma calibrador comercial em
corrigir o TTPA de um plasma que sofre deplecéo de FVIII (chamado plasma deficiente ou substrato),
mas que possui todos os demais fatores necessarios para uma coagulacédo normal.

O método utilizado foi de substituicdo em um estagio, baseado na habilidade de uma amostra
de paciente encurtar o tempo de coagulacdo em um meio que adiciona plasma deficiente de FVIII:C,
reagente para TTPA (fosfolipidio e ativador de contato) e calcio. Devido a todos os fatores estarem
em excesso em relagdo ao FVIII, o tempo de coagulagdo desta mistura é principalmente afetado pela

atividade de FVIII:C da amostra-teste.

Materiais e Reagentes

* Tubos plasticos

* Pipeta automatica

* Banho de gelo

e Cefalina com ativador (silica, caolim ou acido elagico)

* Plasma deficiente em fator VIII:C

* Tampéao imidazol salino pH 7,4

» Cloreto de calcio 0,025M

» Plasma calibrador com valor de FVIII conhecido.

» Coagulometro ST4 (Stago, Paris, Franca).

Procedimentos

1. Diluicbes 1:5 (100%), 1:10 (50%), 1:20 (25%), 1:40 (12,5%), do plasma
calibrador foram feitas utilizando tamp&o imidazol.

2. Conforme recomendado, as diluicdes foram feitas em tubos plasticos e
mantidas em banho de gelo, uma vez que o fator VIII:C é labil.

* Adicionou-se na cubeta do coaguléometro ST4 50 pl de plasma
deficiente em fator VIII:C, 50 ul de cada diluicdo da curva de calibragao
ou do plasma-teste diluido, 50 pl de cefalina ativada

* Incubou-se no equipamento durante 3 minutos a 37°C

» 50 pl de cloreto de calcio foi adicionado ao término da incubacéao.

* Os tempos de coagulacdo foram registrados.

Curva de Calibracao
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Os resultados foram representados sobre um papel logaritmico (concentracao
de F VIII:C do calibrador x tempo de coagulacao); a curva de calibragéo foi tragcada.

Plasmas-controle conhecidos normal e anormal foram testados para validar a
curva.

Validada a curva, os plasmas dos pacientes foram testados em trés diluicoes
(1:10, 1:20, 1:40), uma vez que a linearidade da curva esta limitada a 2,00 U/ml. Os
valores de Referéncia para FVIII:C sao de 0,4 a 2,0 U/ml (40 a 200 U/dI).

Figura 12 — Gréfico da curva de calibracdo de dosagem de Fator VIII:C.
Fonte: Laboratério de Hemostasia do Hospital HEMOPE.
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ANEXO A - Pareceres do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos
do HEMOPE

Relatério do Comité de Etica em Pesquisa
sobre Projetos de Pesquisa

i - DADOS SOBRE O PROJETO PARECER No 211004-A

Titulo do Projeto: “Marcadores de Trombofilia em Portadores de Sindromes Falciformes”
Instituicdo Solicitante: Fundacio HEMOPE

Local de desenvolvimento do projeto: Fundacio HEMOPE

Respeonséavel: Flavia Miranda Gomes de Constantino Bandeira

Identidade: 1835843 — SSP-PE

CPF: 694553334-49

Endereco: Rua José Trajano, 351/302- Boa Viagem-— Recnfe- PE- CEP 51020-320
Telefone: (81} 3326-0909

2 — PARECER DO RELATOR

\ s .
| Pretende-se avaliar a presenca de alguns marcadores de trombofilias entre portadores de sindron
falciformes, atendidos no.Hospital HEMOPE.

Sera realizado estudo descritivo.do tipo corte-transversal, com obtencdo de medidas de freqliér
para analise dos resultados e utilizacdo dos testes estatisticos t Student e o Qui-quadrado p
observancia de diferengas estatisticas.

Quanto a populacdo do estudo, do universo de 1200 pacientes com sindromes falcémicos cadastra:
no Hospital HEMOPE, 100 serdo selecionados, aleatoriamente através de sorteio. Os que aceitar
participar do estudo assinardao o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, quando declaram es
cientes da realizagcdo da pesquisa. Apds consentimento serZo coletadas amostras de sane
_periférico, para deteccdo de anticardiolipina, anticcagulante lUpico, antitrombina, Fator V de Leid

Fator II 20210” e mutacdo C677T (MTHFR). Os resultados serdio divulgados em revistas cientffica
coNgressos.

Entendermnos que o projeto de pesquisa analisado ndeo colide, aparentemente, com o0s princig
bdsicos da Bioética: a ndo maleficéncia, a beneficéncia, a autonomia e justica, além do sigilo.

Assim sendo, estamos de acordo com o projeto em estudo, contando com a aprovacdo do Comité
) Etica em Pesquisa da Fundacio HEMOPE. Uma vez que esie cumpre na integra as exigénc
estabelecidas nos termos das diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo se
humanos, Resolucdo 196/96, do Conseltho Nacional de Salide do Ministério da Saude.

Fmalmente, pelas razBes acima expostas, proponho a aprovagdo do projeto ficando, desde ja,
responsaveis, na obrigacdo de enviar relatdrios parciais e o final da pesqwsa

£ o parecer. ﬁ W
Recife(PE), 18/10/2004. o /

Assmatura Ao Relatdr /
Nome do Relator: Paula Loureire /

Endereco/Telefone: Rua Joaquim Nabuco 171, Gracas. 7
CEP: 52011-000 Recife-PE Fone: (081) 34216946 / 3416-4660
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[{ég’; | roe Comité de Etica em Pesquisa

MOPE
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1 -DADOS SOBRE O PROJETO PARECER FINAL: N°. 036/2009

Titule de Projeto: Marcadores de trombofilia em portadores de doenca falciforme.

Instituicio Solicitante: Centro de Pesquisas Aggeu Magathies/ Fiocruz.

Pesquisadora: Maria Emilia dos Santos

Identidade: 3217877 SSP/PE CPF: 484.507.234-4  Telefone: 81 —3182-4659

Finalidade: Tese de Doutorado em Satide Pablica

Orientadora: Yara de Miranda Gomes

Local de Desenvolvimento do Projeto: Hospital de Hematologia da Fundagio HEMOPE — Laboratério
de Coagulaggo - Unilabe. :

2 - COMENTARIOS DOS RELATORES:

Objetivo: Avaliar a presenca de marcadores de trombofilia e portadores de doenca falciforme.
Objetivos Especificos: Pesquisar anticorpos anticardiolipma e anticoagulante lipico; Pesquisar a
mutagio C677T na MTHFR; Pesquisar a mutacio G20210A na prontombina; Pesquisar a mutacio
R506Q Fator V Leiden; Determinar atividade da antitrombina ¢ Verificar provéaveis associagles de
marcadores de trombofilia e eventos como: Acidente vascular cerebral | filceras e necrose dssea.

3 - PARECER DO RELATOR: O Comité de Etica em Pesquisa do Hemope (CEP), em cumprimento
aos dispositivos da Resolugio 196/96 e complementares, apés acatar as modificacGes apresentadas ac
relator, membro deste Comité, relativamente as exigéncias apontadas no Parecer n°. 036/09, considera
APROVADO o protocolo de pesquisa supracitado, uma vez que este nfio colide, aparentemente com 0S
principios bésicos da bioética — a ndo maleficéncia, a beneficéncia, a autonomia e a justica, além do

sigito.

4 - INFORMACOES COMPLEMENTARES:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-ss a participar ou retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem prejuizo ao seu cuidado (Res. 196/96 — Ttem IV.1.1). devendo
receber uma c6pia do Termo de Consentimento Livie e Esclarecido, por ele assinado (Item
IV.2.d). ‘

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somerte apds serem analisadas as razbes da descontinuidade, pelo CEP,
que o aprovou (Res. CND Item T1L. 1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao
sujeito participante ou, quando constatar a superioridade do regime oferecido a wm dos grupos de
pesquisa (Item V.3).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave, ocorrido — mesmo que tenha sido em cutro centro €
enviar notificagdo ao CEP e ANVISA, junto com ¢ seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocole devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
projetos do grupo I ou II apreseniados anteriormente & ANVISA, o pesquisador on patrocinador
deve envia-los também & ANVISA, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. ltem 111.2.¢).

Relatorios parcial e final devem ser apresentados azc CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolu¢io CNS-MS 196/96.

Homologado na Reunifio do CEP de 16/9/2009
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