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RESUMO

ANEMIA FALCIFORME: POLIMORFISMOS GENICOS EM MOLECULAS DE ADESAO (VCAM-
1 E ICAM-1), TNF-ALFA, IL-8 E ALTERAGCOES FENOTIPICAS. Introdugdo. A hemoglobina S
é resultado da mutagdo pontual A>T no sexto cédon do gene beta da globina, conduzindo a
substituicao do &cido glutamico pela valina na cadeia da globina beta. A anemia falciforme
apresenta heterogeneidade clinica, com a gravidade variavel atribuida ao pleiotropismo génico
dos pacientes. Logo, alguns pacientes apresentam alteragdes génicas variadas que podem
refletir na melhora ou ndo do fendtipo apresentado. Objetivos. O estudo investigou
polimorfismos génicos em moléculas de adesdo (VCAM-1 e ICAM-1) e citocinas (TNF-alfa e IL-
8) correlacionando-os aos niveis séricos das citocinas, parametros hematoldgicos e
manifestagbes clinicas apresentadas em um grupo de pacientes pediatricos com anemia
falciforme em Salvador—Bahia. Materiais e Métodos. No estudo foram investigados 125
pacientes pediatricos com anemia falciforme e 212 individuos sadios da populacdo de Salvador.
Os polimorfismos génicos foram investigados por PCR-RFLP. Os niveis séricos das citocinas
foram avaliados por ELISA. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa EPI-INFO
versao 6.04 e a significancia foi estabelecida para p < 0,05. Resultados. Do total de 125
pacientes analisados, 27 (22%) foram heterozigotos para o polimorfismo -833 na regido
promotora do gene da VCAM-1; 15 (12%) foram heterozigotos para o polimorfismo 1238 no
gene da VCAM-1; 50 (40%) foram heterozigotos e oito (2%) homozigotos para o polimorfismo
469 no gene da ICAM-1; 30 (24%) foram heterozigotos e dois (2%) homozigotos para o
polimorfismo -308 na regido promotora do gene do TNF-alfa; 66(53%) foram heterozigotos e 43
(34%) homozigotos para o polimorfismo -251 na regido promotora do gene da IL-8. Nossos
resultados demonstraram que ndo houve associagao estatistica entre os polimorfismos -308 na
regiao promotora do gene do TNF-alfa e -251 na regido promotora do gene da IL-8 e os niveis
séricos das citocinas. Além disso, nossos dados demonstraram correlagdo entre o polimorfismo
1238 no gene da VCAM-1 com eventos de vaso-ocluséo e entre o polimorfismo -308 na regiao
promotora do gene do TNF-alfa com aumento no nimero de eventos de seqiiestro esplénico.
Conclusao. Portanto, nossos resultados demonstraram distribuicdo similar dos polimorfismos
entre os pacientes pediatricos com anemia falciforme e o grupo populacional, sendo que
estudos adicionais devem ser realizados visando estabelecer o papel dos polimorfismos -308
na regiao promotora do gene do TNF-alfa e 1238 no gene da VCAM-1 e sua associa¢do com a
expressao das moléculas e o curso das manifestagdes clinicas na anemia falciforme.

Palavras-chaves: Anemia falciforme; Polimorfismos génicos; Molécula de adesao; Citocinas;
Manifestagdes clinicas.



ABSTRACT

SICKLE CELL ANEMIA: GENIC POLYMORPHISMS IN ADHESION MOLECULE (VCAM-1 AND
ICAM-1), TNF-ALFA, IL-8 AND PHENOTYPE. Introduction. Sickle cell hemoglobin results of a
single nucleotide mutation A>T in the sixth codon of the beta globin gene, where a valine
replaces glutamic acid in the beta globin chain. The sickle cell anemia presents heterogenic
clinical manifestation, where the clinical severity varies greatly between individuals, since not all
patients have identical pleiotropic genes. Some carriers have some genes background that can
either ameliorate or exacerbate the phenotype. Objective. The study investigated gene
polymorphisms in adhesion molecules and cytokines and its correlation with serum levels of the
cytokines, hematological data and clinical manifestation in the pediatric patients with sickle cell
anemia in Salvador-Bahia. Materials and Methods. Our study involved 125 pediatric patients
with sickle cell anemia. In addition, we used 212 individual from a population control from
Salvador. The gene polymorphisms were investigated by PCR-RFLP. The serum levels of the
cytokines were measured by ELISA. The statistical analyses were conduced by EPI-INFO
software version 6.04 and statistical significance was established at p < 0,05. Results. A total of
125 patients were analyses, of whom 27 (22%) were heterozygous to the -833 VCAM-1
polymorphism; 15 (12%) were heterozygous to the 1238 VCAM-1 polymorphism: 50 (40%) were
heterozygous and eight (2%) homozygous to the 469 ICAM-1 polymorphism, 30 (24%) were
heterozygous and two (2%) homozigous to the -308 TNF-alfa polymorphism; 66(53%) were
heterozygous and 43 (34%) homozygous to the -251 IL-8 polymorphism. Our results
demonstrated that the -308 and -251 polymorphism, respectively located at the promoter regions
of the TNF-alpha and IL-8 genes weren't significantly associated with serum levels of the
cytokine. Moreover, our results demonstrated correlation between the 1238 VCAM-1
polymorphism with the numbers of vaso-occlusive crisis and of the -308 TNF-alfa polymorphism
with high number of spleen crisis. Conclusions. Hence, our data showed similar distribution of
the investigated polymorhisms among pediatric patients with sickle cell anemia and the
populational control group. Futhermore, additional studies should be conducted in order to
investigated the role of the -308 TNF-alfa polymorphism and 1238 VCAM-1 polymorphism, their
association with the molecules expression and influence in clinical course of sickle cell anemia.

Key Words: Sickle cell anemia; Gene polymorphisms; Adhesion molecule; Cytokine; Clinical
manifestation.
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1. INTRODUGAO

1.1 Hemoglobina (Hb)

A hemoglobina é um tetramero composto por cadeias de globina do grupo o e do B,

iguais, duas a duas, e ligadas covalentemente a um grupamento heme (CLARK; THEIN,
2004). O heme é uma molécula planar formada pela condensagao de quatro nucleos
pirrélicos contendo em seu centro um atomo de ferro na forma de Fe++. Cada cadeia de
globina tem uma bolsa onde se fixa o heme, sendo esta cavidade composta por
aminoacidos hidréfobos que impedem a oxidagao do ferro (ZAGO et al., 2004).

A hemoglobina tem a fungdo de transportar oxigénio dos pulmdes para os tecidos e
diéxido de carbono dos tecidos para os pulmdes. A sintese de hemoglobina € diretamente
controlada por genes que sao ativados ou desativados em determinados estagios da vida
humana, resultando em diferentes cadeias de globina (SARNAIK, 2005). Diferentes
hemoglobinas foram identificadas durante o processo ontogénico humano, sendo que as
hemoglobinas Gower 1(:2 :2); Gower 2 (a2 £2) e Portland (52y2) s&o encontradas somente
nos primeiros estagios da embriogénese e a hemoglobina fetal (Hb F) predominantemente
no periodo fetal (NAGEL; STEINBERG, 2001).

Em individuos adultos normais, sdao encontradas aproximadamente 97% da Hb A1 («
2B 2); 1,5-3,5% Hb A2 (02 82) e < 2% de Hb F (a 2 y 2) (NAGEL; STEINBERG, 2001,
SCHNOG et al.,2004). O declinio rapido da Hb F e o aumento de Hb A1, e Hb A2 ocorrem

nas doze primeiras semanas apos o nascimento (SCHNOG et al., 2004). Isso se explica

pela inter-relacéo do controle genético que ocorre, apés o nascimento, com diminuigao na
expressdo dos genes y G e y A e aumento da expressao do gene B, (figura 1) (SHAH,

2004a; LORENZI, 2006).
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Figura 1.

1 (meses)

Representacdo dos tipos de cadeias de globina presentes durante o

desenvolvimento ontogénico humano e ao nascimento. Adaptado de Lorenzi, 2006.

As cadeias de globina alfa sao codificadas por dois genes alfa (« 1 e a 2) localizados no

brago curto do cromossomo 16, enquanto as cadeias y, & e B sdo sintetizadas respectivamente

pelos genes y G e y A, § e B localizados no brago curto do cromossomo 11 (figura 2) (CLARK;

THEIN, 2004).

Ziemenin reguiador

Gromossoms 11

S

Cramossoms 18

20 88 TansericEo

Figura 2. Localizagdo cromossémica dos grupos de genes das

Adaptado de Lorenzi, 2006.

globinas o e B humanas.
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1.2 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias compreendem um grupo diverso de desordens hereditarias
caracterizadas pela redugcdo ou auséncia de sintese de uma ou mais cadeias da globina
(talassemias) ou a sintese de hemoglobinas estruturalmente anormais ou variantes. Essas
anemias hereditarias estdo distribuidas em todo mundo, possuindo prevaléncias elevadas em
regides tropicais e sub-tropicais (CLARK; THEIN, 2004).

A talassemia € uma desordem hereditaria caracterizada por disturbios na producédo das
cadeias de globina (VENTO et al., 2006). As talassemias sado causadas por mutagdes no gene
da globina, com mais de 100 diferentes mutagdes ja descritas (SARNAIK, 2005). As
talassemias sao classificadas de acordo com a cadeia globinica cuja sintese esta alterada,
sendo denominadas por talassemia alfa (), beta (R), delta (5), gama (y) e persisténcia
hereditaria da hemoglobina fetal, ou associagdo, como nas talassemias y5 B. Por serem
cadeias que participam da hemoglobina A1, componente hemoglobinico mais freqiiente entre
os adultos, as talassemias o e B sdo as mais mundialmente prevalentes (LORENZI, 2006).

A hemoglobina S € uma Hb variante que possui frequéncia mundial elevada e resulta da
substituicdo do aminoacido acido glutamico pela valina, na sexta posicdo da cadeia B da
globina, sendo decorrente da mutagdo pontual (GAG->GTG) no sexto codon do gene da
globina beta. Os portadores em homozigose para o gene da hemoglobina S (SS) possuem
anemia falciforme e os portadores de apenas um gene S sdo denominados heterozigotos ou
individuos AS (STEINBERG, 1995).

A solubilidade da Hb S no estado de desoxigenacéao € 10% menor que a da Hb A (SHAH,
2004a). Apos a desoxigenagdao da hemoglobina S sdo formados, no interior dos eritrécitos,
polimeros rigidos e insoluveis que deformam a superficie da hemacia através do fenémeno

conhecido como falcizagao eritrocitaria (SHAH, 2004a). Alguns fatores além da hipoxia séo



18

desencadeadores da falcizagdo, como acidose, infecgdo, desidratagao, exercicio intenso, frio
extremo, altitude elevada, gravidez, uso de alcool e stress (NEWCOMBE, 2002). Entao, na
microcirculagdo onde o fluxo sanguineo é lento, o transito celular € demorado e a tensao de
oxigénio é baixa, os eritrécitos tendem a falcizar. Portanto, o aumento no numero de eritrécitos
falcizados gera um bloqueio na microcirculagdo com desencadeamento posterior de crises de
dor (SHAH, 2004a). Mecanismos compensatoérios, como o aumento da pressao na reperfusao,
tendem a restabelecer o fluxo sanguineo; desta forma, tanto as condigées de fluxo quanto a
afinidade dos eritrocitos pelo endotélio vascular sdo responsaveis pelos eventos de oclusédo
vascular (RODGERS et al., 1984).

Os eritrocitos de individuos SS tendem a perder a deformabilidade gradativamente a partir
de episddios repetidos de falcizagao, prejudicando a perfuséo e distribuicdo de oxigénio para os
tecidos periféricos. A reducao da deformabilidade dos eritrocitos esta vinculada ao aumento de
viscosidade e seqiiestro de eritrécitos na circulagao (YEDGAR et al., 2002).

Os heterozigotos AS sao assintomaticos e normalmente nao apresentam manifestagoes
clinicas, podendo apresentar hematutria e redugdo da capacidade de concentrar a urina.
Sintomas vinculados a falcizagdo de hemacias nestes individuos tém sido descritos,
principalmente apoés atividades fisicas intensas, exposi¢cdo a altitudes elevadas e vbos em
aeronaves com cabines nao pressurizadas (SARNAIK, 2005).

O termo doenca falciforme € atribuido ao grupo de doengas em que a hemoglobina S esta
presente, sendo representado pelo estado homozigoto e a associagdo da hemoglobina S a
alteragdes de sintese ou outras estruturais, como na doenga SC e S Beta talassemia, entre
outras (SCHNOG et al., 2004). A heterozigose AS nao esta incluida nesse grupo pelo fato do
portador nao apresentar manifestagbes clinicas, uma vez que a maioria dos casos €

assintomatico (OKPALA, 2004).
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A talassemia alfa envolve a diminuigdo ou auséncia de sintese de cadeias da globina alfa,
sendo resultado de delegdes ou mutagées nos genes al e / ou a2 (SHAH, 2004b). A talassemia
alfa € uma das alteragbes genéticas mais prevalentes no mundo, com frequéncia de 5-10% no

Oriente Médio; 20-30% no oeste da Africa; 68% no pacifico sul e menos de 1 % na Europa e

Japao (VENTO et al., 2006).

1.3 Epidemiologia da hemoglobina S

Os programas de avaliagao universal de recém-nascidos tém favorecido a avaliagao de
varias doencas genéticas, refletindo a realidade de cada local investigado (NIETERT et al.,
2002). E aceito que a heterozigose e a homozigose para a Hb S sao frequientes em populagoes
com descendéncia africana, mas evidéncias cientificas demonstram que essa hemoglobina tem
significancia epidemiologica entre grupos populacionais da Italia, Grécia, Turquia, Arabia
Saudita, india, Paquistdo, Bangladesh, China e Cyprus (NIETERT et al., 2002).

Nos Estados Unidos, estima-se que a anemia falciforme ocorra em um entre 375 a 600
nascimentos vivos entre as populagées de origem africana. Na Jamaica, a incidéncia de
homozigotos é estimada em 3 entre 1000 nascimentos (NIETERT et al., 2002). A heterozigose
AS é mais comum em regides do leste, oeste e central da Africa, com frequiéncias entre 10 e
30%. Em algumas regides séo descritas frequéncias de até 40% para a heterozigose AS, sendo
que esta frequéncia varia entre 0 a 5% em paises do norte e sul da Africa (NIETERT et al.,

2002).
No Brasil, a frequéncia do gene BS varia de acordo com a regido estudada. No estado de
Minas Gerais é estimado que 1 entre 1250 criangas apresentem algum tipo de doenca

falciforme (NIETERT et al., 2002). No estado de Sao Paulo foi observada a frequéncia de 6,6%

para a heterozigose AS entre os descendentes de africanos (RAMALHO, 1986). Em estudo
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realizado na Bahia onde foram avaliadas 1200 criangas em idade escolar foi descrita a
frequéncia de 7,4% para a heterozigose AS (AZEVEDO et al., 1980). Na cidade de Salvador, ao
ser realizada a triagem de hemoglobinas em recém-nascidos, foi descrita a freqiiéncia de 9,8%
para heterozigotos AS e 0,2% para homozigotos SS (ADORNO et al., 2005).

Nos Estados Unidos, a sobrevida do paciente com anemia falciforme aumentou de 14 para
45 anos no periodo de 1970 a 1980. Cumpre ressaltar que 20 % das mortes eram descritas nos
primeiros 3 anos de vida, tendo como causa principal septicemias causadas por pneumococos
(PLATT et al., 1994). As diferengas atualmente descritas tém sido atribuidas aos avangos na
medicina e a implementacao de programas de avaliagdo de recém-nascidos (NIETERT et al.,
2002). No Brasil, no estudo realizado por Loureiro; Rozenfeld (2005) observaram que os
individuos portadores de anemia falciforme apresentam baixa sobrevida, sendo a faixa etaria

critica com maior numero de mortes de 26,5 a 31.5 anos.

1.4 Manifestagoes clinicas na anemia falciforme

As manifestacdes clinicas agudas e cronicas presentes na anemia falciforme estao
diretamente associadas aos fenémenos vaso-oclusivos e ao impedimento do fluxo sanguineo,
decorrentes da falcizacao intravascular em capilares e pequenas veias (BRUGNARA, 2003).

A concentragéo intracelular de Hb S é fundamental na velocidade das fases de nucleagao
e polimerizagdo, com posterior falcizagdo da hemacia; quanto maior a concentragéo de Hb S
mais rapida sera a falcizagdo (BRUGNARA, 2003).

A expressao clinica da anemia falciforme é variavel, com pacientes que sobrevivem até a
sétima década de vida e pacientes com gravidade clinica marcante, apresentando danos em

6rgaos e morte precoce. Dessa forma, observa-se que alguns fatores descritos como de
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prognéstico, entre eles a talassemia alfa e os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina
beta S tém sido associados ao curso clinico da doengca (ADAMS et al., 2003).

Os pacientes com anemia falciforme possuem eritrécitos densos, formados pela perda dos
ions potassio (K*), cloreto (CI') e agua, com aumento dos ions calcio (Ca®*) e sodio (Na")
citoplasmaticos. Os canais de Gardos podem mediar perda significante de K* e agua durante a
desoxigenagao e falcizagdo, quando comparados a condigdes normais de oxigenagao e de
hipoxia (BRUGNARA, 2003).

Apds a desoxigenagao o eritrécito tende a falcizar, mas pode retornar ao estado normal
com a oxigenacao; repetidos episodios de falcizagdo tornam o eritrécito irreversivelmente
falcizado (NEWCOMBE, 2002). Os eritrocitos falcizados possuem quantidades diminuidas de
hemoglobina fetal (Hb F) e valores de Hb S que podem alcangar 50 g/dL; estéao freqientemente
elevados no inicio de crise de dor e diminuidos, em nimero, apos a crise (BRUGNARA, 2003).

A vaso-oclusdo ou obstrugdo de vasos sanguineos € um dos principais sintomas clinicos
presentes na anemia falciforme. Isto se deve a interagdo de eritrocitos, leucocitos, plaquetas,
proteinas plasmaticas e endotélio vascular. Estas ligagées ocorrem preferencialmente nas veias
pos-capilares e sdo amplificadas por estimulos de quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias,
secretadas por mondcitos, células endoteliais, leucocitos, dentre outras células, que estimulam
tanto o recrutamento quanto a ativagao endotelial (OKPALA, 2004).

A anemia estd presente desde o nascimento, a crianga apresenta ictericia e
esplenomegalia, infartos esplénicos, anemia crénica e episédios de dor em membros inferiores
e superiores e no abdémen. Dependendo do sitio de bloqueio da microcirculagéo, o paciente
pode manifestar crises de dor em diversas areas do corpo (SHAH, 2004a), sendo essas crises
estimuladas pelos nervos simpaticos, com liberagdo de adrenalina (NEWCOMBE, 2002). As
crises de dor sdo provocadas pela hipoxia tecidual causada pelo bloqueio da irrigacao

sanguinea local (PATHARE et al., 2003). As crises de dor abdominais sao referidas como
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“sindrome da cinta” e sdo causadas por sequestro visceral no mesentério ou circulagao
hepatica (NEWCOMBE, 2002).

As crises vaso-oclusivas estdao presentes de forma freqiiente em alguns pacientes com
anemia falciforme e podem ser confundidas com processos infecciosos bacterianos, devido a
presenga de febre na maioria dos casos, e a possibilidade de desencadeamento de processos
vaso-oclusivos apos infecgdes bacterianas (LESPRIT; LESPRIT, 2004).

As infecgbes sdo as complicagdes mais comuns em individuos portadores de anemia
falciforme. Isto se deve a esplenomegalia, seguida de atrofia e fibrose do bacgo, fenémeno
conhecido como autoesplenectomia. Essa asplenia aumenta a suscetibilidade a infeccdo por
organismos encapsulados como Haemophilus influenzae e pneumococos. As pneumonias sdo
causadas predominantemente por pneumococcos, Salmonella spp e Haemophilus influenzae.
Em infecgbes do sistema osteo-articular, as bactérias mais prevalentes sdo Salmonella spp,
Staphiyococcos aureus e Streptococcos pneumoniae; em infecgdes do trato urinario a bactéria
mais prevalente € a Escherichia coli sendo que as septicemias sdo causadas
predominantemente por pneumococcos, Salmonella spp e Haemophilus influenzae (SCHNOG
et al., 2004). As crises aplasicas ocorrem ap6s infecgao pelo parvovirus B19, causando parada
temporaria na produgéao de eritrocitos e precipitando o quadro de anemia aguda (NEWCOMBE,
2002). O risco de infecgédo é de 30 a 100 vezes maior em pacientes com anemia falciforme que
em individuos normais (SCHNOG et al, 2004), estando associado a redugdo da fungéo
fagocitica dos neutréfilos nesses pacientes (OKPALA., 2004). Portanto, as infecgdes, junto com
acidose, desidratacdo e hipoxia, intensificam as crises em pacientes com essa anemia
(SCHNOG et al., 2004).

As oclusbes nos microcapilares da medula éssea sao causadoras de isquemia tecidual
associadas, freqiientemente as crises de dor, levando a hospitalizagao e tratamento dos

pacientes em crise com analgésicos opiodides. Dessa forma, observa-se que pacientes com
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anemia falciforme que apresentam mais de trés crises de dor por ano, possuem expectativa
menor de vida do que aqueles com histéria de ocorréncia rara destes episddios (SCHNOG et
al., 2004).

O prejuizo crénico no fluxo sanguineo na anemia falciforme é a causa principal do dano
degenerativo dos o6rgaos, enquanto que as vaso-oclusdes agudas estdo relacionadas ao
acidente vascular cerebral (AVC); embolismo; infarto cardiaco e ébito (PATHARE et al., 2003).
As crises de sequestro visceral causadas pela falcizagdo sao caracterizadas pelo acumulo de
eritrocitos no figado, pulmdées e bago, sendo menos comuns, poréem fatais (NEWCOMBE,
2002).

O bloqueio da microcirculagdo renal pode ocasionar hematuria e incapacidade de
concentragdo de urina , ocorrendo devido aos fendmenos de oclusdo nos vasos medulares dos
rins de pacientes com anemia falciforme ou heterozigotos AS, em decorréncia da
hipertonicidade intersticial, diminuicdo do pH local e tensao de oxigénio, predispondo o paciente
a desidratagdo e complicagbes vaso-oclusivas subsequentes (SCHNOG et al., 2004, SHAH,
2004a).

Os episodios de infartos pulmonares estao correlacionados com a hipertensédo pulmonar
(SHAH, 2004a), sendo a sindrome toracica aguda a complicagdo mais grave de doencga
pulmonar, responsavel por 25 % das mortes em pacientes com anemia falciforme (PATHARE et
al., 2003). A sindrome toracica aguda esta associada com dificuldades de respiragéo; tosse;
edema pulmonar e anemia, podendo ocorrer em resposta a infartos, sequestros viscerais,
infeccbes ou embolismo gorduroso pulmonar, mais comum em adultos (NEWCOMBE, 2002).

A obstrucao do fluxo sanguineo na regido do pénis pode desencadear o priapismo € na
cabega do fémur pode levar a necrose asséptica de cabega do fémur (SHAH, 2004a). A perda
visual é descrita em 10% a 20% em pacientes com anemia falciforme e ocorre secundariamente

a retinopatia progressiva que se mostra assintomatica e sem complicagbes para o paciente,
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com 20 a 60% dos casos desenvolvendo regressdo de complexos vasculares apoés o inicio de
retinopatia (DOWNES et al., 2005). As Ulceras de perna também sao observadas nesses
pacientes em decorréncia de obstrugdes vasculares na parte superficial da pele, com posterior
complicagdes bacterianas (SHAH, 2004a).

Os inchagos nos pés e nas maos, também denominados de sindrome méao — pé ou
dactilite, sdao freqlientes na infancia até os 7 anos e podem aparecer como a primeira
manifestacdao clinica dos portadores de anemia falciforme, caracterizando-se por infartos
medulares e de camadas internas do cortex 6sseo, crises de dor e deformagbes nas maos e
pés (LONERGAN et al., 2001; SARNAIK, 2005).

Os infartos silenciosos cerebrais sdo as formas de danos neurolégicos em criangas com
anemia falciforme e sao reconhecidos como uma das causas mais frequentes de problemas na
escola, baixo quociente de inteligéncia e outras deficiéncias neurocognitivas (STEINBERG et
al., 2004). O acidente vascular cerebral (AVC) é uma complicagao devastadora e ocorre em
11% dos pacientes até os 20 anos de idade (ADAMS et al., 2003).

As complicacdes psicoldgicas como depressdo e ansiedade sdao comumente causadas
pelas crises de dor; incapacidade para o trabalho e limitagdes em atividades sociais e vém
sendo foco de estudos que objetivam n&do apenas aumentar a expectativa de vida, mas tambéem
dar qualidade de vida ao portador com anemia falciforme (ANIE, 2005).

Em alguns casos as hepatopatias sdo observadas na anemia falciforme, sendo
conhecidas como colestase intra-hepatica, que se caracteriza por hiperbilirrubinemia com
apresentacéao clinica variavel. As criangas com anemia falciforme apresentam uma forma mais
branda de hepatopatia. Entretanto, falhas fulminantes e disfungdes crénicas hepaticas podem

ocorrer tanto em criangas quanto em adultos (AHN; WANG, 2005).
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1.5 Fatores prognosticos na anemia falciforme

Os portadores de anemia falciforme que apresentam sintomatologia clinica mais grave tém
apresentado contagem de leucdcitos elevada e niveis de hemoglobina fetal abaixo de 8,2%,
sendo que esta associagdo esta diretamente ligada ao risco de morte precoce (PLATT et al.,
1994). Contudo, portadores de anemia falciforme que apresentam também talassemia-o 2
delecao 3.7 kb e/ou haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S como o Senegal,
apresentam diminuicdo da quantidade de HbS com sintomatologia clinica mais branda (NETO;
PITOMBEIRA, 2003).

Estudos mostram que a talassemia-alfa € um fator de prognéstico, aumentando o numero
de hemacias; a concentragdao de hemoglobina; redugado da hemoglobina corpuscular meédia; do
numero de células densas; da hemolise; do nimero de reticulécitos e do VCM. Entretanto,
complicagbes provenientes do aumento da viscosidade sanguinea como a retinopatia e eventos
vaso-oclusivos no tecido 6sseo se tornam mais frequentes (ADORNO et al.,2004; ZAGO et al.,
2004).

Além disso, o haplétipo CAR esta associado a niveis diminuidos de hemoglobina fetal e a
progndstico mais grave, sendo o haplétipo BEN associado a alteragbes fenotipicas menos
graves que o haplétipo CAR e o haplétipo SEN associado a clinica mais branda (FIGUEIREDO
et al., 1996; GONCALVES et al., 2003). No estudo de Lira et al. (2005) foi observado que o
haplétipo CAR esta associado a risco elevado para a ocorréncia de eventos de AVC em

pacientes portadores com anemia falciforme.
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1.6 Moléculas de adesao

As anormalidades dos eritrocitos envolvem mudangas bioquimicas na membrana e
conteudo celular, sendo que alteragdes estruturais e funcionais induzem predominantemente a
ocorréncia de eventos de vaso-oclusdo (YEDGAR et al., 2002).

A sintomatologia branda em alguns pacientes, evidencia que nao apenas os eritrécitos,
mas uma gama de fatores estdo envolvidos na fisiopatologia da vaso-oclusao presente na
anemia falciforme (PATHARE et al., 2003).

A ICAM-1 (CD54), molécula de adesao intercelular 1, &€ expressa em células endoteliais e
em varias outras células, apresentando expressao elevada em estados inflamatérios (KIM et al.,
2003). A ICAM-1 é um membro da superfamilia das imunoglobulinas, tendo como ligantes o
antigeno macrofagico-1 (MAC-1) e antigeno-1 associados a fungao do linfécito T (LFA-1) (KIN
et al.,2003). A ICAM-1 é uma glicoproteina de cadeia simples, que apresenta 5 dominios do tipo
imunoglobulina . O dominio 1 amino-terminal contém um sitio de ligacdo para o LFA-1 e a
conformacao é influenciada pelo dominio 2, enquanto que a ligagao ao MAC-1 ocorre no
dominio 3 (WENZEL et al., 1996). A ICAM-1 esta envolvida no processo de migragao e
ativagao de linfécitos, e sua forma solluvel liga-se ao LFA-1 e pode interferir na adesao entre
células do sistema imune e seus alvos (YAMASHITA et al., 2005).

A VCAM-1 (CD106), molécula de adesdo a célula vascular 1, € uma imunoglobulina
expressa em células endoteliais, epitélio, macrofagos e células dendriticas (OSBORN et al.,
1992). Sua expresséo € induzida por citocinas e tem como receptor a integrina VLA-4 (antigeno
de atividade tardia-4) (WENZEL et al., 1996). A VCAM-1 possui duas estruturas alternativas, a

maior compreende 7 dominios do tipo imunoglobulina e a menor contém 4 dominios. A ligagao
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da forma maior e, predominantemente, com o VLA-4 requer a presenga do dominio 1 e 4,
sendo o dominio 2 importante para a conformagao da molécula (WENZEL et al., 1996).

Atualmente foi demonstrado que os eritrocitos de portadores de anemia falciforme tém um
papel principal nos processos de vaso-oclusdo, sendo um componente promotor ou iniciador
destes processos, ligando-se as células endoteliais vasculares via complexos de integrinas
(VLA-4) (PATHARE et al., 2003). Além disso, esses eritrécitos induzem o aumento significante
na expressao do gene da ICAM-1 na reperfusdo (SHIU et al., 2000).

Nos eritrécitos provenientes de anemia falciforme ocorre um aumento na expressao de
acido sialico; diminuigao de fosfolipidios; aumento de esfingomielina; exposicao de fosfatidil-
serina; aumento de expresséo de proteina banda 3 e presenca de CD44, cujas mudangas na
membrana citoplasmatica estéo relacionadas ao aumento de agregacao, interacao e ativacao
do endotélio vascular, além de mudancas no citoesqueleto (YEDGAR et al., 2002).

A agregacgao entre os eritrocitos esta relacionada ao aumento de viscosidade sanguinea,
ativagao de células endoteliais, facilidade na migracao plaquetaria e leucocitaria e interacdo ao
endotélio (YEDGAR et al., 2002).

Os neutrdfilos expressam uma variedade de moléculas de adesdo, como MAC-1, LFA-1 e
VLA-4, que se ligam respectivamente a ICAM-1 e VCAM-1 no endotélio, sendo que o aumento
na expressao e afinidade dessas moléculas é modulado por citocinas inflamatérias (ASSIS et
al., 2005).

Os neutréfilos de portadores de anemia falciforme em crise sdo mais aderentes ao
endotélio que neutréfilos de individuos normais. Além disso, os neutrofilos sdo menos
deformaveis e superficialmente maiores do que os eritrécitos, tendendo a aumentar e amplificar
as crises vaso-oclusivas (ASSIS ef al., 2005). Logo, a contagem elevada de leucécitos,

resultado do aumento do estimulo pelo fator estimulador de colénias granulociticas, esta
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associada a um prognéstico clinico mais grave, com aumento de morbidade e mortalidade
(OKPALA et al., 2002).

O endotélio vascular tem um papel importante na vaso-oclusdo e no dano isquémico de
orgaos relacionados a adesao de eritrocitos e leucocitos na anemia falciforme; além de danos
causados pela reperfusdo, o endotélio € também lesionado pela formagdo de sitios de
trombose, hiperplasia e presenca anormal de moléculas de adesao circulantes (ICAM-1 e
VCAM-1), embora o papel fisiolégico dessas moléculas sollveis nao esteja claro (SHIU et
al.,2002; PATHARE et al., 2003).

O aumento na expressédo de moléculas de adesao, como ICAM-1 e VCAM-1, no plasma e
em células endoteliais € em parte devido a superexpressao génica, pela presenca de sitios de
ligacdo para o fator de transcricao nuclear NF-kB (PATHARE et al., 2003). Esse aumento de
expressao € observado em células endoteliais que sofreram perfusdo com eritrécitos SS (SHIU
et al., 2000). As alteragbes na modulagdo de moléculas de adesdo endoteliais ocasionam
migragao e liberagao inapropriada destas moléculas pelos leucocitos, bem como de peroxido de
hidrogénio que causam dano tecidual, aumento das interagdes celulares e como consequéncia

as crises de vaso-oclusao (PATHARE et al., 2003).

1.7 Citocinas pro-inflamatorias

O aumento da expressdo de citocinas pré-inflamatoérias tem sido constantemente -
associado as complicacbes e diversidades fenotipicas presentes na anemia falciforme
(ETIENNE-JULAN et al., 2004).

As citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa) e a interleucina 8 (IL-8) estdo aumentadas no soro de pacientes com anemia falciforme

(PATHARE et al., 2003). Desse modo €& freqlientemente observado que o0s processos
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inflamatérios, com aumento de TNF-alfa e IL-8, precedem ou estao associados as crises de dor
(PATHARE et al., 2003). Entao, a liberagéo de citocinas em resposta a infeccdes, com ativagéo
endotelial, tem um papel vital na fisiologia das oclusdes microvasculares na anemia falciforme
(PATHARE et al., 2003).

A IL-8 é integrante de uma familia de 13 quimiocinas humanas, sendo uma molécula
pequena e ligante de heparina (HULL et al,, 2001). Essa quimiocina possui um carater pro-
inflamatorio e € mediador primario da ativagdo e migragao de neutréfilos para o tecido a partir
do sangue periféerico (HULL et al, 2001), além de promover a angiogénese, angiostasia,
estimular a degranulagdo de neutréfilos e aumentar o estresse oxidativo e a morte celular
(ROSS et al., 2004).

A IL-8 é produzida por leucécitos e células endoteliais lesadas presentes nos focos
inflamatérios. Estimula o aumento da adesao de eritrocitos ao endotélio via VLA-4, sendo sua
producgéo estimulada pelo TNF-alfa, liberado por mondcitos ativados. Além disso, a IL-8 € um
mediador potente de ativagdo de leucocitos, atuando como quimioatraente e aumentando o
risco de crises de oclusdo (PATHARE et al., 2003). O aumento da IL-8 no plasma tem sido
associado as crises vaso-oclusivas em pacientes com anemia falciforme (ASSIS et al., 2005).
No estudo de Gongalves et al. (2001) foram observados niveis aumentados de IL-8 em
portadores de anemia falciforme quando comparados em estado estavel e em crise de vaso-
oclusao.

A IL-8 aumenta significantemente a expressdo de MAC-1 na superficie de neutréfilos de -
portadores de anemia falciforme (ASSIS et al., 2005). Dessa forma, os niveis elevados de IL-8,
juntamente com a contagem elevada de leucécitos estdo associados a gravidade clinica em
portadores de anemia falciforme (ETIENNE-JULAN et al., 2004).

O TNF-alfa é uma citocina pleiotropica que induz a inflamagao e a sinalizagao de morte

celular, sendo um imunomodulador potente. Além disso, esta envolvida no stress oxidativo,
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obesidade, regulagao negativa da éxido nitrico sintetase e € uma citocina pro-inflamatéria tipo
Th1, a qual é produzida por uma variedade de células do sistema imune (CHEN et al., 2006).

O TNF-alfa estimula a expressdo de VCAM-1 na superficie de células endoteliais,
aumenta a interagcao de eritrocitos de pacientes com anemia falciforme ao endotélio e induz
produgao de proteinas de fase aguda pelo figado (WAGNER et al., 2004). Além disso, aumenta
a permeabilidade vascular, induz a migragdo de células inflamatérias e a liberagao de
mediadores inflamatérios, resultando em dano tecidual e colaborando com a patofisiologia da

anemia falciforme (MCKIBBING et al., 2000).

1.8 Polimorfismos em moléculas de adesao

O gene da ICAM-1 (CD 54) esta localizado no cromossomo 19, regido p13.3-13.2, tendo
sido descritos os polimorfismos génico K29M, G241R, G1838A na 3'UTR, e o polimorfismo no
codon 469 do exon 6, onde ocorre a substituicdo adenina->guanina (AAG->GAG) ocasionando
a mudanc¢a do aminoacido lisina para glutamina no dominio 5 da molécula (KIM et al., 2003). A
presenca do polimorfismo K469E esta associada com AVC isquémico entre individuos italianos
(POLA et al.,2003), entretanto no estudo de Howell et al. (2005) nao foi encontrada associagao
entre este polimorfismo e processos inflamatérios como pancreatite (HOWELL et al., 2004) e
endometriose (VIGANO et al,2003). Cox et al. 2006 ndao encontraram associagao entre o
polimorfismo K469E e o risco de desenvolvimento de cancer de mama. Em outro estudo, -
realizado por Mcglinchey et al. 2004 demonstraram auséncia de associagéo entre este
polimorfismo e eventos de doenga coronariana isquémica. Contudo, Longoni et al. 2006
correlacionaram o alelo E no gene da ICAM-1 como fator de risco para a dissecagao arterial

espontanea.
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O gene da VCAM-1(CD 106) esta localizado no cromossomo 1, regido p32-31, onde

podem ser encontrados polimorfismos como o T-833C (ATG>ACT) e G1238C (GGT->GCT) na
regiao promotora e no exon 6 respectivamente (TAYLOR et al., 2002). O polimorfismo T-833C
nao apresentou associagao estatistica como fator de risco ao desenvolvimento de AVC, quando
realizada comparagao entre pacientes portadores de anemia falciforme e individuos normais,
entretanto o polimorfismo G1238C foi caracterizado como fator protetor (TAYLOR et al., 2002).
Os polimorfismos em moléculas de adesao estdo sendo alvo de intensas pesquisas, com
o objetivo de avaliar possiveis influéncias em doengas com componente inflamatério

(YAMASHITA et al., 2005).

1.9 Polimorfismos em citocinas pré-inflamatérias

O gene da IL-8 esta localizado no brago longo do cromossomo 4; tendo sido identificado o
polimorfismo -251, substituicao A>T, na regido promotora do gene (HULL et al., 2001). Em
estudo realizado em neutréfilos, linfécitos e monécitos estimulados com LPS (lipopolissacarideo
bacteriano) foi demonstrado que a presenca do alelo A esta associada a expressao elevada de
IL-8. Um dos mecanismos pelo qual pode ocorrer o aumento da expressao € se o alelo A for
uma variante funcional que afeta diretamente a produgao de IL-8 ou por ligagdo com fatores de
transcricdo ou por desequilibrio de ligagdo com uma variante funcional no gene da IL-8 ou
genes proximos (HULL et al., 2001). Puthathu et al. 2006 associaram o polimorfismo A-251T na
regiao promotora do gene da IL-8 a predisposi¢cao a asma. No estudo de Cooke et al. 2004 nao
associaram este polimorfismo com susceptibilidade a tuberculose pulmonar em populagao de
origem africana. Além disso, o alelo A do polimorfismo -251 na regido promotora foi associado

ao risco de desenvolvimento de cancer de mama (SNAUSSI et al., 2006).



32

O gene do TNF-alfa esta localizado no brago curto do cromossomo 6 junto a regiao do
complexo HLA (JAE-YONG; KIN, 2004). O polimorfismo G-308A na regiao promotora do gene
do TNF-alfa esta associado ao aumento da transcrigdo desta citocina (WILSON et al., 1997) e
tem sido objeto de intensa pesquisa em doengas inflamatérias, como marcador de gravidade.
Esse polimorfismo tem sido associado com a morbidade e mortalidade na malaria cerebral e
choque séptico (ZHANG et al., 2003). No estudo de Jae-yong; Kin (2004) associaram o alelo G
do polimorfismo G-308A na regido promotora do gene do TNF-alfa com fator de risco para o
infarto cerebral. No estudo de Lee et al. (2004) associaram o alelo A como fator protetor a
eventos de AVC isquémico. Além disso, Karahan et al. (2004) nao associaram o alelo A na
regiao promotora do TNF-alfa com eventos de AVC, sendo esse estudo realizado em criangas
na Turquia.

Baseado no exposto, julgamos importante a investigagdo de marcadores genéticos de
risco, que possam estar associados ao aumento na expressdo e afinidade de moléculas de
adesdo, ICAM-1 e VCAM-1, concentragdo sérica aumentada de TNF-alfa e IL-8 e correlagao

com as manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes portadores de anemia falciforme.
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2. OBJETIVOS

21 Objetivo Geral

Investigar polimorfismos em genes de moléculas de adesdo e de citocinas pro-
inflamatérias correlacionando com os niveis séricos destas citocinas, bem como dados
hematologicos e alteragdes fenotipicas apresentadas por pacientes pediatricos com anemia

falciforme em Salvador-BA.

2.2 Objetivos Especificos

2.21 Determinar a freqiéncia dos polimorfismos -833 na regido promotora no gene da
VCAM-1, 1238 no exon 6 do gene VCAM-1 e 469 no exon 6 do gene da ICAM-1;

2.2.2 Determinar a frequéncia de polimorfismos -308 na regidao promotora do gene do
TNF-alfa e -251 na regiao promotora do gene da IL-8, associando com as concentragdes
séricas;

2.2.3 Associar as frequéncias dos polimorfismos encontrados a marcadores genéticos
de prognostico classicamente descritos na anemia falciforme, como os haplétipos ligados ao
grupo de genes da globina beta S e a talassemia alfa2 delegao 3.7 Kb;

2.2.4 Associar a frequéncia dos polimorfismos encontrados aos niveis de hemoglobina
fetal (Hb F) apresentados por esses pacientes;

2.2.5 Relacionar os polimorfismos encontrados aos dados hematolégicos e fenotipicos

dos pacientes, incluindo a ocorréncia dos fenémenos vaso-oclusivos.
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3. JUSTIFICATIVA

A anemia falciforme acomete mundialmente milhdes de pessoas, sendo que na Bahia a
heterozigose para a hemoglobina S (AS) ocorre em frequéncia de 4,5 a 15,7%, quando
diferentes grupos da populacao foram investigados (AZEVEDO et al., 1980) e frequéncia de
9,8% para os heterozigotos AS e 0,2% para os homozigotos SS, em triagem de hemoglobinas
realizada em recém-nascidos (ADORNO et al, 2005). A prevaléncia elevada de
hemoglobinopatias no estado da Bahia tem sido reforgada, principalmente, pelo componente
africano da populagao (AZEVEDO et al., 1980).

A clinica apresentada pelos portadores de anemia falciforme é variada, possuindo fatores
prognosticos classicamente associados, tais como haplétipos ligados aos genes da globina beta
S e talassemia alfa2 delegdao 3.7 Kb, além de marcadores ambientais e sécio-econémicos
(LYRA et al., 2005).

Cumpre ressaltar que esta heterogeneidade clinica € marcada pelo encontro de pacientes
que sobrevivem até a sétima década de vida, juntamente com pacientes que apresentam
gravidade clinica marcada pela presenga de dor, infartos cerebrais, priapismo, dactilia,
retinopatia, infecgdes recorrentes, danos em érgaos e ébito precoce (ADAMS et al., 2003).

Sendo assim, propomos o estudo de polimorfismos da K469E no gene da ICAM-1, T-833C
na regiao promotora do gene da VCAM-1, G1238C no gene da VCAM-1, A-251T na regiao
promotora do gene da IL-8 e G-308A na regiao promotora do gene do TNF-alfa em portadores
de anemia falciforme, visando investigar possiveis associagbes com o fenétipo apresentado
pelo paciente, bem como dados hematolégicos e niveis séricos dessas citocinas.

A realizacdo deste estudo contribuird para o estabelecimento da frequéncia desses
polimorfismos génicos, avaliando uma possivel participagdo como fatores prognosticos no curso

clinico da doencga.
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4. CASUISTICA

A nossa casuistica foi composta por 125 individuos portadores de anemia falciforme na
faixa etaria de 2 a 17 anos, sendo 54 do género feminino e 71 do masculino. Os pacientes
estdo em seguimento ambulatorial na Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia
(HEMOBA), que é o centro de referéncia em doengas hematolégicas e doagao de sangue, onde
foram assinados os termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE), coletadas amostras de
sangue e realizado o preenchimento dos questionarios de levantamento epidemiologico. Apos a
coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia e Biologia Molecular
(LPBM) do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM / FIOCRUZ) onde foi realizado o
estudo molecular e epidemiologico dos polimorfismos A469G da ICAM-1; T-833C e G1238C da
VCAM-1; A-251T da IL-8 e G-308A do TNF-alfa e para o Laboratério ATGC (Faculdade de
Farmacia, UFBA) para confirmacao do padrdao de hemoglobinas e realizagdo de investigagéo
hematolégica. Os polimorfismos génicos também foram investigados em 200 amostras
representativas da populacdo de Salvador —Bahia (esclarecendo que essas amostras serao
analisadas apenas para avaliar como estdo os polimorfismos na populagédo em geral, ndo
sendo considerada como grupo controle) e proveniente do Projeto Bahia Azul, cedidas pelo Dr
Bernardo Galvao de Castro, coordenador do LASP (Laboratério Avangado de Saude Publica) -
CPgGM / FIOCRUZ.

Foram considerados como critérios de inclusdo no estudo estar na faixa etaria de 2-17
anos; possuir perfil de hemoglobinas compativel com anemia falciforme; estar em uma fase
estavel da doenca e ter o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo 1)
assinado pelo responsavel, com aceitacado do menor.

Como critérios de excluséo foram considerados a recusa em assinar o TCLE; auséncia de

dados no prontuario; ndo confirmacéo do perfil de hemoglobinas para anemia falciforme; estar
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sob terapia transfusional e apresentagdo de processos infecciosos. O projeto foi submetido e
aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do CPqGM / FIOCRUZ-BA (SISNEP n° FR-76544),

conforme a resolugao 196/1996 do Conselho Nacional de Saude.
5. METODOS

5.1 Coleta das amostras
Foram coletados 10 mL de sangue total de cada paciente, sendo 5 mL em EDTA (sal di-
sodico do acido etilenodiaminotetracético), para realizagdo das analises hematologicas, de 1

hemoglobinas e moleculares, e 5 mL sem aditivos para as analises sorologicas.
5.2 Analises hematologicas

A caracterizagdo hematologica foi realizada em contador eletronico de células (Coulter

Count T-890).

53 Analises de hemoglobinas, Talassemia-alfa 2 3.7 kb e Haploétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S

No grupo de pacientes estudados foi confirmado o perfil SS de hemoglobinas, sendo que a
talassemia-alfa 2 3.7kb e os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S ja haviam

sido previamente investigados durante o doutorado do aluno Fabio Couto.

54 Extracao do DNA Genémico
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O DNA gendmico foi extraido a partir de 300 uL de sangue total, utilizando o kit de
extracdo PROMEGA (Wizard Genomic, PROMEGA, Madison, USA), segundo o protocolo do

fabricante. O DNA foi armazenado a -20°C até o momento das analises.

5.5 Analises Moleculares

A caracterizacdo molecular dos polimorfismos génicos foi realizada utilizando
oligonucleotideos sintéticos (primers) que permitiram a amplificagido de seqiiéncias especificas
pela técnica de PCR (Reagao em cadeia da polimerase) (SEITZER et al., 1997; TAYLOR et al.,
2002; HEINZMANN et al., 2004; YAMASHITA et al., 2005).

Apoés a amplificagdo dos fragmentos desejados, os produtos da PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1% (SIGMA, USA) em tampao TAE (Tris-acetato-EDTA)
pH 8,3 e posteriormente digeridos com endonucleases de restricao especificas para cada caso.
Os produtos da digestdo foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%
(SIGMA, USA) durante 120 minutos a 60 volts e corados com brometo de etidio a 0,002%. O
corante azul-de-bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%) foi utilizado na proporgéo
de 1:6 para acompanhamento visual das amostras durante a eletroforese. Para cada reagao
foram utilizados controles positivos e negativos visando testar a presenca de contaminantes e

confirmar a fidelidade dos resultados.

5.5.1 Estudo molecular do polimorfismo A469G no exon 6 do gene da ICAM-1

A reacao da PCR para a pesquisa do polimorfismo A469G no exon 6 do gene da ICAM-1

foi realizada em tampao contendo 200 mM de Tris-HCI pH 8,4; 3,5 mM de MgClI2; 200 uM da

mistura de desoxirribonucleosideos trifosfato (ANTPs) (/nvitrogen, Brazil); 12,5 pmoles de cada



38

oligonucleotideo sintético especifico (tabela 1); 0,5 U da enzima Taqg DNA polimerase
recombinante (/nvitrogen, Brazil) e 2 uL de DNA gendémico (aproximadamente 0,5 ug) em um
volume final de 50uL. A reacao foi realizada em termociclador gradiente (Eppendorf, Germany)
e consistiu de 1 ciclo inicial a 96°C por 12 minutos, seguido de 40 ciclos contendo 30 segundos
a 96°C, 30 segundos a 57,3°C e 40 segundos a 72°C; apos estes ciclos foi realizado um ciclo
final de 10 minutos a 72°C, com obtencdao de um fragmento de 110 pares de bases (pb)
(YAMASHITA et al., 2005).

A digestao dos produtos amplificados na reagdo de PCR foi realizada pela técnica de
polimorfismo do tamanho do fragmento de restricido (RFLP- Restriction Fragment Length
Polymorphism), utilizando a enzima de restrigdo Bst Ul (1U) (New England Biolabs,USA), ap6s
incubagdo a 60°C durante 3 horas. Os produtos obtidos foram analisados em gel de

poliacrilamida a 7% e estao descritos na tabela 1 (YAMASHITA et al., 2005).

5.5.2 Estudo molecular dos polimorfismos T-833C e G1238C localizados

respectivamente na regido promotora e no exon 6 do gene da VCAM-1

A reacao de Nested-PCR (PCR duplo) para a pesquisa dos polimorfismos T-833C na
regido promotora e G1238C no gene da VCAM-1 foi realizada em tampao contendo 200 mM de
Tris-HCI pH 8,4; 2,0 mM de MgCI2; 200 uM da mistura de desoxirribonucleosideos trifosfato
(dNTPs); 12,5 pmoles de cada oligonucleotideo sintético especifico (tabela 1); 0,5 U da enzima
Taq DNA polimerase recombinante e 2 uL de DNA gendémico (aproximadamente 0,5 ug) em um
volume final de 50uL. A reacéo foi realizada em termociclador gradiente e consistiu de 1 ciclo
inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos contendo 30 segundos a 95°C; 30 segundos
a 56°C e 2 minutos e 30 segundos a 72°C; ap0s esta etapa foi realizado um ciclo final de 10

minutos a 72°C, com obtengéo de um fragmento de 2267 pb (TAYLOR et al., 2002).
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Na segunda etapa do Nested-PCR para a pesquisa do polimorfismo T-833C no gene da
VCAM-1 foi utilizado tampao contendo 200 mM de Tris-HCI pH 8,4; 2,5 mM de MgCI2; 200 uM
da mistura de desoxirribonucleosideos trifosfato (ANTPs); 12,5 pmoles de cada oligonucleotideo
sintético especifico (tabela 1); 0,5 U da enzima Taq DNA polimerase recombinante e 2 uL do
produto da PCR obtido na primeira reagado em um volume final de 50uL. A reacao foi realizada
em termociclador gradiente e consistiu de 1 ciclo inicial a 95°C por 10 minutos seguido de 40
ciclos contendo 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 56,5°C e 40 segundos a 72°C; apos esta
etapa foi realizado um ciclo final de 10 minutos a 72°C, com obtengdo de um fragmento de 259
pb (TAYLOR et al., 2002).

A digestao dos produtos amplificados na reagéo de PCR foi realizada utilizando a enzima
de restricado Rsa | (1U) (Invitrogen, Brazil), ap6s incubagdo a 37°C durante 12 horas. Os
produtos obtidos estao descritos na tabela 1 (TAYLOR et al., 2002).

Na segunda etapa do Nested-PCR para a pesquisa do polimorfismo G1238C no gene da
VCAM-1 foi utilizado tampao contendo 200 mM de Tris-HCI pH 8,4; 3,5 mM de MgCI2; 200 uM
da mistura de desoxirribonucleosideos trifosfato (dNTPs); 12,5 pmoles de cada oligonucleotideo
sintético especifico (tabela 1); 0,5 U da enzima Tag DNA polimerase recombinante e 2 uL do
produto da PCR obtido na primeira reagdo em um volume final de 50uL. A reacéo foi realizada
em termociclador gradiente e consistiu de 1 ciclo inicial a 95°C por 10 minutos seguido de 40
ciclos contendo 30 segundos a 94°C; 30 segundos a 55,3°C e 40 segundos a 72°C; ap0s esta
etapa foi realizado um ciclo final de 10 minutos a 72°C, com obtengdo de um fragmento de 251
pb (TAYLOR et al., 2002).

A digestao dos produtos amplificados na reagdo de PCR foi realizada utilizando a enzima
de restricao Cac 8l (1U) (New England Biolabs, USA), ap6s incubagéo a 37°C durante 12 horas.

Os produtos obtidos estéo descritos na tabela 1 (TAYLOR et al., 2002).
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5.5.3 Estudo molecular do polimorfismo A-251T na regiao promotora do gene da IL-8

A reacdo de PCR para a pesquisa do polimorfismo A-251T na regido promotora do gene
da IL-8 foi realizada em tamp&o contendo 200 mM de Tris-HCI pH 8,4; 3,5 mM de MgCI2; 200
uM da mistura de desoxirribonucleosideos trifosfato (dNTPs); 12,5 pmoles de cada
oligonucleotideo sintético especifico (tabela 1); 0,5 U da enzima Taq DNA polimerase
recombinante e 2 uL de DNA gendmico (aproximadamente 0,5 ug) em um volume final de
50ulL. A reacéo foi realizada em termociclador gradiente e consistiu de 1 ciclo inicial a 94°C por
10 minutos seguido de 35 ciclos contendo 45 segundos a 94°C; 45 segundos a 55°C e 1 minuto
e 30 segundos a 72°C; apos esta etapa foi realizado um ciclo final de 10 minutos a 72°C, com
obtengao de um fragmento de 174 pb (HEINZMANN et al., 2004).

A digestao dos produtos amplificados na reagéao de PCR, foi realizada utilizando a enzima
de restrigao Ase | (1U) (New England Biolabs), ap6s incubagao a 37°C durante 12 horas. Os

produtos obtidos estao descritos na tabela 1 (HEINZMANN et al., 2004).

5.5.4 Estudo molecular do polimorfismo G-308A na regido promotora do gene do

TNF-alfa

A reagao de PCR para a pesquisa do polimorfismo -308 na regido promotora do gene do
TNF-alfa foi realizada em tampao contendo 50mM de Tris-HCI pH 8,4; 1,7 mM de MgCI2;
200uM da mistura de desoxirribonucleosideos trifosfato (dNTPs); 12,5 pmoles de cada
oligonucleotideo sintético especifico (tabela 1); 0,5 U da enzima Taq DNA polimerase
recombinante e 2 uL de DNA gendmico (aproximadamente 0,5 ug) em um volume final de
50ulL. A reagao foi realizada em termociclador gradiente e consistiu de 1 ciclo inicial a 94°C por

10 minutos seguido de 35 ciclos contendo 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 52°C e 1 minuto a 72°C,
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apos esta etapa foi realizado um ciclo final de 10 minutos a 72°C, com obtengdo de um
fragmento de 107 pb (SEITZER et al., 1997).

A digestao dos produtos amplificados da reagéo de PCR foi realizada utilizando a enzima
de restricao Nco | (1U) (Invitrogen, Brazil), apés incubagdo a 37°C durante 12 horas. Os

produtos obtidos estao descritos na tabela 1 (SEITZER et al., 1997).

5.5.5 Dosagem sorologica do TNF-alfa e IL-8

A reacao de ELISA para detecgdo dessas citocinas foi realizada utilizando 2 ug/mL
anticorpo de captura anti-citocina em solugdo contendo 0,1M Na2HPO4 (BD Biosciences
Pharmingen, USA) em um volume de 100 ul por pogo durante 12 horas a 4°C; posteriormente
foi realizado o bloqueio dos sitios de ligagbes inespecificas através do acréscimo de 200 ul de
tampao fosfato salino / soro fetal bovino 10% (PBS/FBS) por pogo, seguido de incubagéo por 1
hora a 25 °C e de 3 lavagens em PBS/TWEEN 0,05%. Os padrées e amostras de soro foram
adicionados em volume de 100ul por pogo, sendo o padrédo diluido seriadamente (1:2) com
ponto final da curva em 2000 pg/ mL. A reagao foi incubada por 1 hora a 25°C, seguida de 4
lavagens consecutivas em PBS/TWEEN 0,05%. Apds esta etapa foram adicionados 100uL do
anticorpo de deteccdo (1ug/mL) diluido em tampao de bloqueio contendo Tween (BD
Biosciences Pharmingen), incubados por 1 hora a 25°C e lavados em PBS/TWEEN 0,05%.
Apos a lavagem foram adicionados 100 uL de peroxidase (HPR) diluida em tampao de
bloqueio TWEEN (BD Biosciences Pharmingen), seguido de incubag&o por 30 minutos a 25°C e
cinco lavagens em PBS/TWEEN 0,05%. Apos a lavagem em PBS/TWEEN foram adicionados
100uL por pogo do substrato tetrametilbenzidina (TMB) em H202 (BD Biosciences
Pharmingen), sendo a mistura incubada a 25°C até o aparecimento de coloragao azulada. A

reagao foi parada ap6s a adigao de 50ul de &cido sulfarico 8N, com leitura posterior a 450nm.
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O limites de detecgao indicado pela BD Biosciences Pharmingen é de 15 - 2000 pg/mL

para o TNF-alfa e de 7,8 — 1000 pg/mL para a IL-8.
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5.6 Desenho esquematico dos genes estudados:

K469E no exon 6 do gene da ICAM-1

N

s [ [kasoE | | [K2om | [G241R| [G1838al) 3

Bst Ul

T-833C na regiao promotora e G1238C no exon 6 do gene da VCAM-1

5 [_ T-1R99G || A-1242T |4 T-833C ) A1150G { G1238C 2

Cac 8l

G-308A na regiao promotora do gene do TNF-alfa

5 [G.376A | ([ G-308A ) [ G-244A Ga23sal )3

Nco |

A-251T na regiao promotora do gene da IL-8

2 A-251T ) C781T C1633T || A2767T ) 3’

Asell
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Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos sintéticos, tipos de enzimas de restrigdo e tamanho
dos fragmentos obtidos nas reagbes de PCR-RFLP realizadas para investigacao dos

polimorfismos génicos.

Primers 5" >3° Localizagao Enzima de Tamanho dos
do alvo Restricao fragmentos (pb
ICAM-1 A469G 110
D -CCATCGGGGAATCAGTG AA>110
R - ACAGAGCACATTCACGGTC EXON 6 Bst Ul AG->110+85+25
YAMASHITA et al., 2005 GG>85+25
\
|
VCAM-1 Nested-PCR 2267
D -TATTTCAGTGGGGACAAGGC
R-GTCGTGATGAGAAAATAGTGGTTC
TAYLOR et al., 2002
VCAM-1 T-833C i 259
D -CAAGAGATTTGCCACTTCAGATG REGIAO TT->259
R ~AAAAGGGACACCATAACTTCTTAG PROMOTORA Rsa | TC>259+212+47
TAYLOR et al., 2002 -833 CC>212+47
i
VACM-1 G1238C 251
D -CGTTTTTGCTTGCGATTTG GG->241+10
R -CCAGTATCTTCAATGGTAGGGATG EXON 6 Cac 8l GC—>241+194+47+1
TAYLOR et al., 2002 CC>194+47+10
IL-8 A-251T ) 174
D -CCATCATGATAGCATCTGTA REGIAO AA > 174
R ~CCACAATTTGGTGAATTA PROMOTORA Ase | AT>174+138+36
HEINZMANN et al., 2004 -251 TT->138+36
|
|
TNF-alfa G-308A i 107 |
D -AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT REGIAO GG>87+20 |
R -TCCTCCCTGCTCCGATTCCG PROMOTORA Nco | GA->107+87+20
SEITZER et al., 1997 -308 AA>107 |

D= Direto, R= Reverso
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5.7 Dados Clinicos

Os dados clinicos foram obtidos através de avaliagdo retrospectiva dos prontuarios
médicos na HEMOBA e compreenderam os fendmenos de vaso-oclusdo (sindrome mao-pe,
crise algica, priapismo, dor abdominal e sindrome toracica aguda); sequestro esplénico; AVC,

infecgao do trato respiratorio superior; pneumonia e infecgéo do trato urinario.

5.8 Analises Estatisticas

Apbs a realizagdo das analises laboratoriais e da revisao dos prontuarios dos pacientes,
foi elaborado um banco de dados no software EPI-INFO 6.04., destinado as analises
estatisticas. As andlises foram realizadas através do teste Qui Quadrado com intervalo de
confianca de 95%. Os testes ANOVA e Kruskal-Wallis foram utilizados para as analises de
variaveis com distribuicao heterogénea. O valor de p considerado como limite de significancia

estatistica foi de < 0,05 (5%).
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6. RESULTADOS

6.1 Dados fenotipicos dos pacientes

Dos 125 pacientes com anemia falciforme investigados neste estudo 71 sdo do género
masculino e 54 sao do género feminino, apresentam média de idade de 8.5 + 3,8 anos e estao
distribuidos na faixa etaria de 2 a 17 anos. Dessa forma, 33 estao na faixa etaria de 2 a 5 anos,
39 estao na faixa etaria de 5 a 9 anos, 35 estdo na faixa etaria de 9 a 13 anos e 18 estdo na
faixa etaria de 13 a 17 anos.

As tabelas 2 e 3 apresentam de forma sumarizada os dados clinicos dos pacientes, sendo
que os fendmenos vaso-oclusivos constituiram as principais causas de morbidade na
populagao estudada. A tabela 4 apresenta os tipos de eventos vaso-oclusivos distribuidos no
total de 100 pacientes. A presencga de ulcera de perna e osteomielite foi encontrada em apenas

um paciente.



Tabela 2- Manifestagdes clinicas
falciforme de Salvador - Bahia.
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apresentadas por 125 pacientes pediatricos com anemia

MANIFESTACOES CLINICAS

N° PACIENTES / MEDIAS

GENERO

MASCULINO (71) FEMININO (54)

VASO-OCLUSAO

AVC

PNEUMONIA

SEQUESTRO ESPLENICO

INFECCAO DO TRATO

RESPIRATORIO SUPERIOR

INFECGAO DO TRATO URINARIO

(100/125) 3.30 £ 0,27 (1-13)

(8/125) 0,08 + 0,03 (1-2)

(57/125) 0,92 + 0,10 (1-5)

(18/125) 0,27 + 0,07 (1-4)

(19/125) 0,22 £ 0,05 (1-4)

(6/125) 0,05 + 0,02 (1)

(60/71) 3.1 £2,6 (40/54) 3.5+ 32
OD 1,24 1C (0,4 - 3,4)

(5/71) 0.1+ 0,3 (3/54)0.1+0,3
0D 1,36 IC (0,2 — 7,60)

(33/71) 0.8 + 1,1 (24/54)1.0+1,2
OD1,091C (0,56-2,3)

(10/71) 0.3+ 0,7 (8/54)0.3+0,7
OD 1,151C (0,3 - 3,4)

(11/71) 0.2+ 0,5  (8/54) 0.2 £ 0,6
0D 0,9 IC (0,3 -2,6)

(3/71)0.04 £ 0,2 (3/54) 0,05+0,2
OD0,751C (0,1 -4,9)

TOTAL

125 PACIENTES

OD ODDS RATIO
IC INTERVALO DE CONFIANCA
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Tabela 3— Frequéncia de manifestagées clinicas distribuidas por faixa etaria, em anos, em 125

pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

: IDADE (ANOS)
N N°PACIENTES ()
S S 5 5 9 9 13 g [ Trn—— 17 Valor de P
MANIFESTACOES .
CLINICAS € . (32) (39) (39) 15
VASO-OCLUSOES o
(100) 25 (75,8%) 33 (84,6%) 25 (77,1%) 17 (94,4%) 0,01982
*%
AVC (8) 1 (3%) 1(2,6%) 5 (14%) 1(5,6%) 0,15082
Jekk
SEQUESTRO 5 (15,2%) 11 (28,2%) 2(5,7%) 0 (0%) 0,00304
ESPLENICO (18) ’
*
INFECGOES DO 1(3%) 4 (10,3%) 1(2.9%) 0:(0%) 0,27103
TRATO URINARIO ’
(6)
*k
INFECGOES DO 6 (18,2%) 6 (15,4%) 5 (14,3%) 2(11,2%) 0,95920
TRATO ,
RESPIRATORIO
SUPERIOR(19)
Jekk
PNEUMONIA (57) 11 (33,3%) 23 (58,9%) 11 (31,4%) 12 (66,6%) 0,05242

TOTAL

125 PACIENTES

* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS *** QUI-QUADRADO
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Tabela 4- Frequéncia de eventos de vaso-oclusdo distribuidos por faixa etaria, em anos, em
100 pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

IDADE (ANOS) R I 9 9 13 13- 17
~.N° PACIENTES ()
— (25) (33) (25) (17)
POS DEYVOC
SINDROME MAO-PE (6) 3(12,0%) 2 (6,0%) 0 (0%) 1(5,9%)
CRISE ALGICA (34) 5 (20,0%) 9 (27,3%) 12 (48,0%) 8 (47,0%)
5INDROME TORACICA AGUDA (1) 0 (0%) 0 (0%) 1(4,0%) 0 (0%)
DOR ABDOMINAL (5) 2(8,0%) 2 (8,0%) 0 (0%) 1(5.9%)
SINDROME MAO-PE / CRISE
ALGICA (16) 8 (32,0) 5 (15,2%) 2 (8,0%) 1(5,9%)
SINDROME MAO-PE / DOR
ABDOMINAL (3) 2(8,0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5,9%)
CRISE ALGICA / PRIAPISMO (2) 0 (0%) 1(3,0) 0 (0%) 1(5,9%)
CRISE ALGICA / SINDROME
TORACICA AGUDA (3) 0 (0%) 1(3,0%) 1(4,0%) 1(5,9%)
RISE ALGICA / DOR ABDOMINAL
(19) 3 (12,0%) 6 (18,0%) 8 (32,0%) 2(11,8%)
SINDROME TORACICA AGUDA /
DOR ABDOMINAL (1) 0 (0%) 1(3,0%) 0 (0%) 0 (0%)
SINDROME MAO-PE / CRISE
ALGICA / PRIAPISMO (1) 0 (0%) 1(3,0%) 0 (0%) 0 (0%)
~ SINDROME MAO-PE / CRISE
ALGICA / SINDROME TORACICA 0 (0%) 1(3,0%) 0 (0%) 0 (0%)
AGUDA (1) ,
NDROME MAO-PE / CRISE ALGICA
/ DOR ABDOMINAL 2 (8,0%) 4 (12,0%) 1(4,0%) 0 (0%)
(7)
CRISE ALGICA / SINDROME
TORACICA AGUDA / DOR 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5,9%)

ABDOMINAL (1)

TOTAL

100 PACIENTES
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6.2. Numero de leucécitos e niveis de hemoglobina fetal associados as

manifestagoes clinicas.

Os dados hematologicos de 113 dos 125 pacientes pediatricos com anemia falciforme
apresentaram média de 7,8 + 0,1 para hemoglobina; de 23,3 + 0,4 para o hematdcrito; de 2,6 +
0,05 para o n° de hemacias; de 89 + 0,7 para o VCM; de 29,6 + 0,3 para o HCM; de 33,2 + 0,2
para o CHCM e de 435.867 + 13,4 para o n° de plaquetas. A média do nimero de leucécitos foi
de 14.956 + 0,6. Entretanto, para analise desse dado, foram considerados os valores de
referéncia especificos para cada faixa etaria, sendo considerado até 16.000 para a faixa etaria
de 2 a 5 anos; até 14.500 para a faixa etaria de 5 a 9 anos e até 13.500 para a faixa etaria de 9
a 17 anos (LEE et al.,1999).

O numero de leucécitos em diferentes faixas etarias foi avaliado como possivel fator de
risco para as manifestagcdes clinicas de doenga. Estes resultados estdo sumarizados nas
tabelas 5 - 7, ndo tendo sido encontradas associagdes estatistica.

Os parametros hematologicos foram avaliados juntamente com os niveis de hemoglobina
fetal entre 124 dos 125 pacientes, Hb F < 10,0 % e 2 10,0%, nao tendo sido encontrada
associacdo entre o numero de leucocitos e os niveis de hemoglobina fetal (Tabela 8).
Entretanto, os pacientes que apresentaram niveis de hemoglobina fetal 2 10,0% apresentaram
nimero mais elevados de hemacias (p = 0,03339), maior nivel de hemoglobina (p = 0,00135) e
maior hematocrito (p = 0,00076) (Tabela 8). Quando correlacionados niveis de Hb F e as
manifestagées clinicas os resultados nao apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos

investigados (Tabela 9).
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Tabela 5— Correlagao entre o niumero de leucécitos e manifestagdes clinicas na faixa etaria de
2 a 5 anos em pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

N° LEUCOCITOS
", \‘ LEUCOCITOS LEUCOCITOS Valor de P
MANIFESTAGOES CLINICAS - < 16.000 > 16.000
N2 PACIENTES ( ) (14) s
EVENTOS DE VASO- (8/14) 3.7 + 31 (5/15)2.1+1,9 0,19179
OCLUSAO OD 26
IC (0,4 -16,1)
EVENTOS DE AVC (0/14) 0.0+ 0,0 (1/15) 0.06 + 0,3 0,33399
oD 0,0
IC (0,0 -19,6)
EVENTOS DEASEQUESTRO (2114)04+11 (3/15) 0.4+ 1,0 0,94509
ESPLENICO OoD 0,6
IC (0,1-6,4)
EVENTOS DE PNEUMONIA (5/14) 0.6 + 0,8 (6/15) 0.7 + 1,1 0,76664
oD 0,8
IC (0,1-4,8)
EVENTOS DE INFECQ()ES (3/14)0.2+0,4 (2/15)0.1+0,3 0,58031
DO TRATO RESPIRATORIO oD 1,7
IC (0,2-19,1)
EVENTOS DE INFECCC")ES (0/14) 0.0+ 0,0 (1/15) 0.1+ 0,3 0,33399
DO TRATO URINARIO OoD 0,0
IC (0,0 -19,6)

TOTAL

29 PACIENTES

LEUCO - N° Leucécitos (uL);

* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS
OD ODDS RATIO

IC INTERVALO DE CONFIANCA
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Tabela 6— Correlagao entre o nimero de leucécitos e manifestagdes clinicas na faixa etaria de
5 a9 anos em pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

N° LEUCOCITOS LEUCOCITOS LEUCOCITOS Valor de P
e __ <14.500 >14.500
MANIFESTACOES CLINICAS (17) (18)
N° PACIENTES ( )
EVENTOS DE__ VASO- (10/17)3.7+2,4 (9/18)2.9+26 0,35002
OCLUSAO OD1,4
IC (0,3-6,8)
EVENTOS DE AVC (0/17)0.0+0,0 (1/18) 0.1+ 0,2 0,33113
oD 0,0
IC (0,0-19,2)
EVENTOS DE‘SEQUESTRO (5/17)0.4 £ 0,7 (4/18) 0.6 £ 1,1 0,56761
ESPLENICO OoD14
IC (0,2 -8,6)
EVENTOS DE PNEUMONIA (8/17)0.8+1,0 (12/18)1.2+1,0 0,25182
OoDO0,4
IC (0,1-2,1)
EVENTOS DE INFECGOES (1/17)0.2 £ 0,7 (4/18) 0.4 £ 1,0 0,38662
DO TRATO RESPIRATORIO OoDO0,2
IC (0,1-2,6)
EVENTOS DE INFEQC()ES (1/17) 0.06 + 0,2 (3/18) 0.2+ 0,3 0,32323
DO TRATO URINARIO OoD0,3
IC(0,1-41)

TOTAL

35 PACIENTES

LEUCO - N° Leucocitos (uL);

* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS

OD ODDS RATIO

IC INTERVALO DE CONFIANCA
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Tabela 7— Correlagao entre o numero de leucécitos e manifestagdes clinicas na faixa etaria de
9 a 17 anos em pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

N° LEUCOCITOS

MANIFESTACOES CLINICAS
N© PACIENTES ( )

LEUCOCITOS
<13.500
(28)

LEUCOCITOS
>13.500
(21)

Valor de P

EVENTOS DE VASO-
OCLUSAO

EVENTOS DE AVC

EVENTOS DE SEQUESTRO
ESPLENICO

EVENTOS DE PNEUMONIA

EVENTOS DE INFEC(}{)ES
DO TRATO RESPIRATORIO

EVENTOS DE INFE(;(}()ES
DO TRATO URINARIO

(14/28) 3.2 + 3,7

(4/28) 0.3+ 0,7

(2/28) 0.1+ 0,3

(12/28) 0.8 £ 1,4

(4/28) 0.2 £ 0,3

(1/28) 0.1 £ 0,2

(12/21) 32 £2,8

(2/21) 0.1+ 0,3

(0/21) 0.0 £ 0,0

(10/21) 0.8 £ 1,2

(3/21) 0.1 £ 0,2

(0/21) 0.0 + 0,0

*

0,90355
0D 0,7
IC(0,2-27)

0,64380
OD 1,6
IC (0,2 - 14,1)
0,21938
IC INDEFINIDO
0,69079
0D 0,8
IC (0,2- 3,0)
0,70260
oD 1,0
IC (0,1-6,6)
0,39212

IC INDEFINIDO

TOTAL

31 PACIENTES

LEUCO - N° Leucocitos (uL);

*ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS

OD ODDS RATIO

IC INTERVALO DE CONFIANCA
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Tabela 8 — Correlagao entre os niveis de hemoglobina fetal e parametros hematolégicos em
pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

. HbFETAL VR Hb FETAL Hb FETAL Valor de P
~N°PACIENTES ( ) <10 % (50) 2 10% (62)
DADOS
HEMATOLOGICOS
LEUCO 4.5-16.0 15.2+6,9 147 +58 *
X 10°/L 0,65338
HM 4052 25+0,5 27+0,6 *
1071 0,03339
)
HG 11.5-15.5 7.341,0 80+13 o
/dL
g 0,00135
HT 35;/45 22.0+3,4 245+ 4,1 *
%) 0,00076
VCM 77-95 88.1+7,8 89.7+ 8,5 *
fL 0,29232
HCM 24-30 29.5+ 3,4 29.7+3,6 *
Pg 0,73060
CHCM 31-34 33.4+2,1 33.0+2,0 *
g/l 0,34364
PLA 150-450 454.800 + 145,943  417.823 + 138967 -
X1000/uL 0,17520

LEUCO - N° Leucécitos (uL); HM - Hemacias (x 1000000/uL); HG - Hemoglobina (g/dL); HT - Hematdcrito (%);
VCM - Volume corpuscular médio (fl); HCM - Hemoglobina corpuscular média (pg); CHCM - Concentragdo de

hemoglobina corpuscular média (g/dL); PLA - Plaquetas (uL); VR — Valores de Referéncia

* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS
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Tabela 9- Correlagao entre os niveis de hemoglobina fetal e a média dos eventos clinicos em
pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador - Bahia.

Hb FETAL
s PACIENTES ) Hb FETAL Hb FETAL Valor de P
<10 % (55) > 10% (69)
MANIFESTACOES CLINICAS N° / média dos eventos N° / média dos eventos
EVENTOS DE VASO- (28/55) 3.5+ 3,2 (34/69) 3.1 +2,7 0,54730
OCLUSAO OD 1,0
IC (0,4 —2,3)
EVENTOS DE AVC (5/55)0.1 + 0,5 (2/69) 0.03 + 0,1 0,12965
OD 3.3
IC (0,5-26,3)
EVENTOS DEASEQUESTRO (7/55)0.2+1,0 (11/69) 0.3+ 0,8 0,63574
ESPLENICO OoD 0,7
IC (0,2 -2,3)
EVENTOS DE INFECC{)ES (11/55) 0.3 +0,8 (8/69) 0.1+ 0,3 0,14901
DO TRATO RESPIRATORIO OD 1,9
IC (0,6 -5,7)
EVENTOS DE INFEC;Q()ES (2/55) 0.04 + 0,2 (4/69) 0.06 + 0,2 0,58111
DO TRATO URINARIO oD 0,6
IC(0,1-41)
EVENTOS DE PNEUMONIA (29/55)1.0+1,2 (27/69) 0.7 £ 11 0,18605
oD 1,7
IC (0,8 -37)

TOTAL

124 PACIENTES

* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS

OD ODDS RATIO

IC INTERVALO DE CONFIANCA
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6.3. Frequéncia dos polimorfismos génicos, talassemia alfa e haplétipos ligados ao

grupo de genes da globina beta S.

As frequéncias dos polimorfismos génicos — 833 e 1238 no gene da VCAM-1; 469 no gene
da ICAM-1; — 308 no gene do TNF-alfa e — 251 no gene da IL-8 estdo sumarizados na tabela
10. As figuras de 3 — 7 apresentam géis identificando os polimorfismos em questao.

A partir das analises moleculares nao foram encontradas diferengas estatisticas quando
os genotipos dos pacientes com anemia falciforme foram comparados aos encontrados em um
grupo de individuos da populagdo de Salvador. Os resultados estdo apresentados na tabela de
10.

A distribuicao das frequéncias alélicas dos cinco polimorfismos investigados estao em

equilibrio de Hardy-Weinberg.




Tabela 10- Frequiéncias genotipicas dos polimorfismos investigados em pacientes pediatricos

com anemia falciforme e em grupo de individuos da populagao de Salvador - Bahia.

POLIMORFISMOS PACIENTES GRUPO POPULACIONAL
VCAM-1 T-833C
T 98 (78%) 170 (77%)
TC 27 (22%) 52 (23%)
cc 00 (00%) 00 (00%)

VCAM-1 G1238C

GG

GC

CC

ICAM-1 K469E

AA

AG

GG

TNF-alfa G-308A

GG

GA

AA

IL-8 A-251T

AA

AT

1T

110 (88%)
15 (12%)

00 (00%)

67 (53,6%)
50 (40%)

08 (6,4%)

93 (74%)
30 (24%)

02 (2%)

16 (13%)
66 (53%)

43 (34%)

173 (86,5%)
27 (13,5%)

00 (00%)

153 (72%)
55 (26%)

04 (2%)

26 (13,2%)
97 (49,5%)

73 (37,3%)

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Nao foi observada associagao estatistica entre os dois grupos
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Os haploétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S foram investigados nos 125
pacientes, sendo 22 (17,6%) CAR/CAR; 59 (47,2%) CAR/BEN; dois (1,6%) CAR/CAM; sete
(5,6%) CAR/ATP; trés (2,4%) BEN/ CAM; 27 (21,6%) BEN/BEN e cinco (4,0%) BEN/ ATP.

A talassemia-a-2>"* foi investigada nos 125 pacientes, sendo que 28 individuos (22,4%) foram

heterozigotos e um (0,8%) foi homozigoto para este tipo de talassemia.
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6.4. Associacao entre os polimorfismos em moléculas de adesao; citocinas pro-

inflamatorias e manifestagoes clinicas.

A partir da analise dos resultados dos polimorfismos e a correlagdo com as manifestagoes
clinicas foram obtidas diferencas estatisticas para a heterozigose no polimorfismo 1238 no gene
da VCAM-1, sendo que estes pacientes apresentaram numero maior de eventos vaso-oclusivos
(4.8 £ 3,7; p = 0,036); destes, 38% apresentaram crise algica e 31% crise algica e dor
abdominal. Para o polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa os pacientes portadores, em
heterozigose ou homozigose, apresentaram nimero maior de eventos de sequliestro esplénico

(0.50 + 1,1; p = 0,048) (tabela 11).
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Tabela 11 - Correlagao dos polimorfismos em genes de moléculas de adeséo e citocinas pro-
inflamatorias com aspectos fenotipicos em pacientes pediatricos com anemia falciforme de

Salvador-Bahia.

Polimorfismo; N° VASO- Ne° N° SEQUESTRO N° AVC N° INFECCOES N° INFECGOES
()N OCLUSAO PNEUMONIA ESPLENICO DO TRATO TRATO
Pacientes RESPIRATORIO  URINARIO
VCAM -833 (83/98) 3,53 + (43/98) 0,95+  (14/98) 0,28 + (7/98)0,10+0,4 (15/98) 0,22 + (3/98) 0,03 +

TT (98) 2.9 12 0,8 0,6 0,2
TC+CC (27) (21/27) 2,55+ (14/27) 0,76 + (4/27) 0,22 +06 (1/27)0,03+0,2 (4/27)0,18 + (3/27) 0,11 +
2,8 0,9 0,5 0,3
VCAM 1238 (91/110) 3,11 + (50/110) 0,90 + (18/110) 0,30+ (6/110) 0,07 + (19/110) 0,24 +  (5/110) 0,04 +
GG (110) 2,7 1,2 0,8 0,3 0,6 0,2
GC+CC (15) (13/15) 4,80 +  (7115) 1,00+  (0/15) 0,00+ 0,0 (2/15) 0,20 + (0/15) 0,00 + (1/15) 0,06 +
37 1,2 0,5 0,0 0,2
#
ICAM 469 (56/67) 3,40 + (30/67) 0,90 +  (11/67) 0,32 +  (6/67) 0,13 + (12/67) 0,28 + (3/67) 0,04 + |
AA (67) 28 1,2 0,8 0,4 0,7 0,2
AG+GG (58) (48/58) 322 + (27/58) 0,92+ (7/58) 0,20 +0,6 (2/58) 0,03 + (7/58) 0,13 + (3/58) 0,05 +
3,0 1,2 0,2 0,4 0,2
IL8-251 (13/16) 36 + (6/16) 0,75 + (3/16) 0,31 + (1/16) 0,12 + (3/16) 0,31 + (1/16) 0,06 +
AA (16) 3,0 1.1 0,8 0,5 0,8 0,2
AT+TT (109) (91/109) 32 + (51/109) 0,94 + (15/109) 0,26 + (7/109) 0,08 + (16/109) 0,20 +  (5/109) 0,04 +
3,0 1,2 0,8 0,3 0,6 0,2
TNF -308 (78/93) 3,24 +  (45/93) 0,98+  (10/93) 0,19 +  (7/93)0,09+  (14/93) 0,19+ (5/93) 0,05+
GG (93) 27 12 0,6 0,3 0,5 0,2
GA+AA (32) (26/32) 3,53+ (12/32) 0,71+ (8/32) 0,50 +1,1 (1/32) 0,06 + (5/32) 0,28 +  (1/32) 0,03 +
3.3 1,1 0,3 0,7 0,2

#wH

# p=0,036 (ANOVA)

## p= 0,048 (KRUSKAL-WALLIS)
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6.5. Associagao entre os polimorfismos 1238 no gene da VCAM-1, média dos eventos de
vaso-oclusao, presenga de talassemia-alfa 2 delegao 3.7 kb, niveis de hemoglobina fetal e

haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S.

Os resultados referentes a correlagdo entre o polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1,
eventos de vaso-oclusdo e talassemia-alfa 2 delegdo 3.7 kb, ndo apresentaram associagao
estatistica significante. Entretanto, quando realizada a associagao entre o polimorfismo, eventos
de vaso-oclusao e niveis de Hb F foi observado um numero maior de eventos de vaso-ocluséo
(6.0 + 4,0; p= 0,04238) entre os pacientes que apresentavam o polimorfismo e niveis de Hb F
menor que 10%. Além disso, foi observada associagdo estatistica na correlagdo entre a
presenca do polimorfismo, o haplétipo CAR e aumento no nimero de eventos vaso-oclusao (5.5

+ 3,6; p= 0,01711) (tabela 12).
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Tabela 12- Correlagdo entre as médias dos eventos de vaso-oclusdo, talassemia-alfa,
haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S, Hb F e o polimorfismo 1238 no gene
da VCAM-1 em 125 pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador —Bahia.

N PACIENTES ()
" POLIMORFISMO
~.VCAM G1238C

TALASSEMIA GG (110) GC+CC (15) Valor de P
HAPLOTIPOS
Hb F
TAL-0-237 (65/83)2.8+25 (11/13) 4.7+ 3,8 0,08
GENOTIPO SELVAGEM (96)
TAL-0-237 (26/27) 4.0 + 3,1 (2/2) 5.0 + 4,2 0,70
GENOTIPO MUTANTE (29)
GRUPO | (83) (69/72) 3.2 + 2,8 (10/11) 5.5 +3,6 0,01
GRUPO I (30) (21/26) 3.0 + 2,6 (3/4)2.7+ 3,5 0,86
Hb F < 10% (55) (39/49) 3.2+ 3,0 (6/6) 6.0 +4,0 0,04
Hb F > 10% (69) (51/60) 3.0 + 2,5 (7/9) 4.0+ 35 0,33

*ANOVA  ** KRUSKAL-WALLIS
GRUPO | > Haplotipos CAR/CAR ; CAR/BEN; CAR/CAM

GRUPO Il > Haplotipos BEN/ BEN; BEN/CAM
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6.6. Associacao entre o polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa, média dos eventos de
seqiiestro esplénico, presenca de talassemia-alfa 2 delecao 3.7 kb, niveis de

hemoglobina fetal e haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S.

Os resultados referentes a correlagéo entre o polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa,
eventos de seqiestro esplénico e presenca de talassemia-alfa 2 delegdo 3.7 kb, nao
apresentaram associagdo estatistica significante. Além disso, ndo foi observada associagéao
estatistica entre a presenga do polimorfismo, nimero de eventos de seqiestro esplénico e
niveis de Hb F. Contudo, foi observada associagdo estatistica entre a presenga do
polimorfismo, o haplétipo CAR e aumento no numero de eventos de sequestro esplénico (0.6 +

1,2; p= 0,03501) (tabela 13).
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Tabela 13- Correlacao entre as médias dos eventos de sequestro esplénico, talassemia-alfa,
haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S, Hb F e o polimorfismo -308 na regiao
promotora do gene do TNF-alfa em 125 pacientes pediatricos com anemia falciforme de

Salvador —Bahia.
N2 PACIENTES ()
~ POLIMORFISMO
" TNF-alfa G-308A
N GG (93) GA+AA (32) Valor de P
TALASSEMIA
HAPLOTIPOS
Hb F
TAL-q-2%7%0 (6/76) 0.1 + 0,5 (4/20) 0.4+ 1,0 0,10
GENOTIPO SELVAGEM (96)
TAL-o-2°7° (26/27) 0.4+ 0,8 (2/2) 0.5+ 1,1 0,65
GENOTIPO MUTANTE (29)
GRUPO | (83) (6/62) 0.2 + 0,6 (6/21) 0.6 +1,2 0,03
GRUPO Il (30) (4/22) 0.3 + 0,7 (1/8) 0.1 + 0,3 0,66
Hb F < 10% (55) (4/42) 0.2 + 0,6 (3/13) 0.4+ 0,8 0,40
Hb F > 10% (69) (5/19)0.6 + 1,2 (6/50) 0.2 + 0,6 0,14

* ANOVA

** KRUSKAL-WALLIS
GRUPO | > Haplétipos CAR/CAR ; CAR/BEN; CAR/CAM

GRUPO Il > Haplétipos BEN/ BEN; BEN/CAM
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6.7. Associagao entre os polimorfismos em moléculas de adesao, citocinas pro-

inflamatorias e dados hematolégicos.

Os resultados referentes a associagdo entre os polimorfismos estudados e os dados
hematologicos evidenciam uma diminuigdo no nimero de hemacias (2.2 + 0,3;p = 0,0021);
diminuigdo do hematocrito (21.2 + 2,5; p = 0,0229) e aumento do VCM (94.9 + 8,1; p = 0,0083)
nos pacientes heterozigotos para o polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1. Com relagao ao
polimorfismo 469 no gene da ICAM-1 observou-se diminuigdo dos niveis de hemoglobina (7.4
+1,1; p = 0,0324) nos pacientes portadores do polimorfismo em heterozigose ou homozigose. A
presenca do polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa em heterozigose ou homozigose esta
relacionada ao aumento no nimero de hemacias (2.92 + 0,6; p = 0,01); diminuigdo do VCM
(84.6 +9,2; p = 0,0085) e diminuigado do HCM (27.9 + 4,1; p = 0,0048). No caso do polimorfismo
-251 no gene da IL-8 observou-se aumento no nimero de plaquetas (447.052 + 136,941; p =

0,04) entre os pacientes portadores (tabela 14).
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Tabela 14- Correlagdo entre os polimorfismos em genes de moléculas de adesé&o e citocinas
pro-inflamatérias com os dados hematolégicos em pacientes pediatricos com anemia falciforme
de Salvador-Bahia.

Polimorfis LEUCO HM HG HT VCM HCM CHCM PLA
mo:N° VR VR VR VR VR VR VR VR
pacientes 45-145 4.0-5.2 11.5-15.5 35-45 77-95 24-30 31-34 150-450
9 12 0,
0 X10°/L 10°“/L g/dL (%) fL pPg g/L X1000/uL
VCAM-1 15.038 + 265 + 7.7+ 233+ 89.8 + 205+ 230+ 429.411 A
833 TT(90) 6,8 0,6 1,3 42 8,5 37 2,0 137,815
TC + 14.635 + 267+ 7.8+ 235+ 88,7 + 29.6 + 333+ 461.130 -
CC(23) 3,4 0,45 0,9 2,9 6,9 3.0 57 164,453
VCAM-1
1238 GG 14.770 + 2.70 + 7.8+ 235+ 88.3 + 294 + 332+ 428.376 -
(101) 6,4 0,6 1,3 4,0 8,0 36 2.1 142,149
GC +CC 16.517 + 220+ 70+ 212+ 949+ 315+ 332+ 498.917 -
(12) 46 0,3 0,8 2,5 8.1 26 24 144,532
Valor P 0,0021 0,0229 0,0083
%k *% *
ICAM-1 AA  14.026 + 23+ 79+ 239+ 88.9 + 29.7 + 334+ 444.016 -
(61) 47 0,6 1,3 472 82 32 1,9 133,906
AG+GG  16.045 + 25+ 74+ 22.7 + 89.1 + 29.5+ 330+ 426.308 -
(52) 7.5 0,5 1,1 36 8,3 3.9 22 154,611
Valor P 0,0324
*
TNF-alfa 14.995 + 2.58 + 76+ 23.0+40 902+7,6 30.1+ 334+ 426.640
GG (86) 6,4 0,5 1,3 32 1,9 135,650
GA + AA 14835+ 292+0,6 79+ 245 + 846 + 27.9+4,1 326+ 465.259
(27) 6,0 1,0 3,7 9,2 2.4 165,140
Valor P 0,0100 0,0085  0,0048
* * *
IL-8
AA (16) 16.144 + 27+ 79+ 239+ 88,0 + 292+ 332+ 358.053
12,0 0,7 2,0 6,0 7.8 3.0 1,7 166,986
AT +TT 14.760 + 26+ 7.7+ 232+ 89.2 + 297 + 332+ 447.052
(97) 4,8 0,5 1,1 36 8,3 36 29 136,941
Valor P 0,240

LEUCO - N° Leucécitos (uL); HM - Hemacias (x 1000000/uL); HG - Hemoglobina (g/dL); HT - Hematocrito (%);
VCM - Volume corpuscular médio (fl); HCM - Hemoglobina corpuscular média (pg); CHCM - Concentragéo de
hemoglobina corpuscular média (g/dL); PLA - Plaquetas (uL); VR — Valores de Referéncia
* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS



67

6.8. Associacao entre os polimorfismos em moléculas de adesao e citocinas pro-

inflamatorias com os haplétipos ligados ao grupo de genes da globina beta S e

talassemia alfa.

Os resultados demonstraram auséncia de associagao estatistica entre os polimorfismos

génicos, os haplotipos ligados ao grupo de genes da globina beta S e a talassemia alfa delegao

3.7 Kb.

6.9. Associagao entre o polimorfismo -308 na regiao promotora do gene do TNF-alfa,

-251 na regiao promotora do gene da IL-8 e valores séricos de TNF-alfa e IL-8.

Os resultados demonstraram que nao houve associagao estatistica entre a presenga dos
polimorfismos e os niveis séricos de TNF-alfa e IL-8 realizados em 82 e 83 pacientes com
anemia falciforme, respectivamente, (tabela 15). Além disso, ndo houve associagao estatistica
quando realizada a comparagao entre as manifestagdes clinicas e os niveis séricos de TNF-alfa

e IL-8 (tabela 16).
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Tabela 15 — Correlagédo entre os polimorfismos no gene do TNF-alfa e IL-8 com os niveis

séricos de TNF-alfa e IL-8 em pacientes pediatricos portadores de anemia falciforme de

Salvador-Bahia.

POLIMORFISMOS
PACIENTES N° ()

NIiEIS SERICOS
TNF- alfa pg /mL (82) /IL-8 pg/mL (83)

TNF — alfa -308 37.0+£12.6
GG (61)
TNF — alfa -308 412 +24.2
GA + AA (21)
Valor de P 0.98304
TOTAL 82 PACIENTES
IL-8 - 251 7.80 + 6.1
AA (10)
IL-8 - 251 10.55+ 13.9
AT +TT (73)
Valor de P 0.76358

TOTAL 83 PACIENTES

* ANOVA ** KRUSKAL-WALLIS
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Tabela 16 — Correlagdo entre os niveis séricos do TNF-alfa, IL-8 e os eventos clinicos

apresentados pelos pacientes pediatricos com anemia falciforme de Salvador-Bahia.

N° PACIENTES ( ) NIVEIS SERICOS DE TNF- alfa

MANIFESTACOES CLINICAS

(82)

NIiVEIS SERICOS DE IL-8

(83)

N° DE VASO-OCLUSAO
>1<4EVENTO

>4 EVENTOS

N° AVC
1 EVENTO

2 EVENTOS

N° SEQUESTRO
ESPLENICO
1 EVENTO

>1 EVENTO
N° INFECCOES DO TRATO
RESPIRATORIO
SUPERIOR
1 EVENTO
>1 EVENTO

N° PNEUMONIA

(37/82) 35.7 £ 8,7

(45/82) 39.9 £ 20,5

(4/7)31.7 £ 3,6

(3/7) 34,1 + 4,7

(5/11) 48.2 + 29,1

(6/11) 32.9+2,0

(10/14) 45.7 £ 31,2

(4/14)33.5+7,0

(37/70) 10.1 + 8,4

(30/70) 7.8 + 6,4

(4/6)6.5+ 3,9

(2/6) 6.5 + 0,07

(4/10)6.6 + 2,8

(6/10) 5.0 + 4,9

(14/19)21+£0,6

(5/19)2.4£0,9

1 EVENTO (18/46) 37.4 + 16,6 (17/45) 7.5 + 6,9
> 1 EVENTO (28/46) 35.2 + 8,5 (28/45) 9.9 + 7,2
TOTAL 82 PACIENTES 83 PACIENTES

Auséncia de associagao estatistica
estudados

entre os niveis séricos de TNF—alfa, IL-8 e os eventos clinicos
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Investigagao do polimorfismo T833C no gene da VCAM-1

Figura 03 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos
obtidos da digestdo do produto da reagdo de PCR para o polimorfismo T833C da VCAM-1,
utilizando a endonuclease de restrigao Rsa |.

M = Marcador 25 pb

Linha 1-3 / 7-9 = Genotipo selvagem

Linha 4-6 = Genotipo heterozigoto
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Investigagao do polimorfismo G1238C no gene da VCAM-1

241 pb = =
—_y?:; e i & " 5
e
194 pb S
M

Figura 04 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos
obtidos da digestao do produto da reacdo de PCR para o polimorfismo G1238C da VCAM-1,
utilizando a endonuclease de restricao Cac 8I.

M = Marcador 25 pb

Linha 1-5/ 8-9 = Genoétipo selvagem

Linha 6-7 = Genotipo heterozigoto
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Investigagao do polimorfismo A469G no gene da ICAM-1

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

S
.

110 pb

85 pb

Figura 05 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos

obtidos da digestdo do produto da reagdo de PCR para o polimorfismo A469G da ICAM-1,

utilizando a endonuclease de restrigao Bst Ul.
M = Marcador 25 pb
Linha 3-4 / 6 / 8 = Gendtipo selvagem

Linha 1-2 / 7 = Genétipo heterozigoto

Linha 5 = Genotipo homozigoto
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Investigagcao do polimorfismo G308A no gene do TNF-alfa

P Y g-f?‘%‘i@ﬁ

107 pb
%\AM\W&?

87 pb

Figura 06 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos

obtidos da digestdo do produto da reagdo de PCR para o polimorfismo G308A do TNF-alfa,
utilizando a endonuclease de restricao Nco |.

M = Marcador 25 pb ‘
Linha 1/7-9 = Genétipo selvagem
Linha 2-5 = Genétipo heterozigoto

Linha 6 = Genétipo homozigoto
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Investigagao do polimorfismo A251T no gene da IL-8

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
174 pb
— —t g2

138 pb st

Figura 07 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% demonstrando os fragmentos
obtidos da digestao do produto da reagao de PCR para o polimorfismo A251T da IL-8, utilizando
a endonuclease de restricao Ase |.

M = Marcador 25 pb

Linha 6 = Genoétipo selvagem

Linha 2-5/ 7 = Genétipo heterozigoto

Linha 1/ 8-9 = Genétipo homozigoto
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7. DISCUSSAO

A anemia falciforme é a doenga genética mais prevalente no Brasil afetando cerca de 0,1-
0,3% da populagdo (NETO; PITOMBEIRA, 2003 ; DI NUZZO; FONSECA, 2004). Esta doenca
surgiu nos paises do centro-oeste africano, da india e no leste da Asia, ha cerca de 50 a 100
mil anos, sendo a primeira descricdo realizada na literatura médica em 1917 (NETO;
PITOMBEIRA, 2003). A Bahia, em decorréncia do grau elevado de miscigenagao racial da
populacdo e o historico de imigragdo de um grande contingente de africanos no século
passado, possui frequéncia de 7,4% - 15,7% para os heterozigotos AS em grupos especificos
da populagao (AZEVEDO et al., 1980).

As manifestacdes clinicas observadas na anemia falciforme sdo decorrentes da circulagao
inadequada dos eritrocitos falcizados, ocasionando obstrugdo da microcirculagéo e destruigao
prematura destes eritrocitos. Estas manifestagdes podem ser iniciadas a partir dos trés meses
de vida, mas de forma branda, devido a presenca de concentragdes elevadas de hemoglobina
fetal neste periodo (DI NUZZO; FONSECA, 2004).

O mortalidade entre portadores de anemia falciforme em idade pediatrica abaixo dos 5
anos esta entre 25 e 30% e a maioria das mortes tem como causa infecgoes fatais e eventos de
sequestro esplénico (DI NUZZO; FONSECA, 2004).

Os dados relativos as manifestagées clinicas apresentados no nosso estudo, quando
estratificados por faixa etaria, evidenciaram que entre 5-9 anos os eventos de sequestro
esplénico foram mais comuns do que nas outras idades, sendo que dos 39 pacientes, 11
(28,2%) apresentaram eventos de seqiestro esplénico (p= 0,00304). Esses dados sao
diferentes dos descritos por Lanzkowsky (1995) e Di nuzzo; Fonseca (2004) que demonstram
que os eventos de seqilestro esplénico acometem em maior frequéncia os portadores de

anemia falciforme na faixa etaria de 0-5 anos.
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A Hb F é o modulador fenotipico mais importante e talvez o mais conhecido na anemia
falciforme. Muitos estudos tém correlacionado niveis elevados de Hb F ao melhor prognostico e
diminuicdo de manifestacgoes clinicas em pacientes(ODENHEIMER et al., 1987; PLATT et al.,
1991; ZAGO et al., 2004).

Os nossos resultados referentes aos niveis de hemoglobina fetal nos 125 pacientes
investigados nao apresentaram associagdo estatistica entre o género, sendo dessa forma,
discordantes dos apresentados por Steinberg et al. (1995) que correlacionaram niveis elevados
de Hb F ao género feminino. Contudo, observamos correlagao entres os niveis de hemoglobina
fetal e os parametros hematolégicos, sendo que os pacientes que apresentaram hemoglobina
fetal = 10% tiveram numero mais elevado de hemacias (2.7 + 0,6; p=0,03339); valores de
hemoglobina (8.0 + 1,3; p=0,00135) e concentragdo de hematocrito (24.5 + 4,1; p=0,00076)
quando comparados aos pacientes com hemoglobina fetal < 10 %. Entretanto, esses resultados
sao diferentes dos apresentados por Falusi; Kulosik (1990) que descreveram auséncia de
associagao entre os niveis de Hb F e os parametros hematologicos.

Os niveis de hemoglobina fetal ndo apresentaram correlagdo com as manifestacoes
clinicas investigadas em nosso estudo, sendo concordantes com os apresentados por
Odenheimer et al. (1987), que nao associaram os niveis de hemoglobina fetal como preditores
para crises de dor. Em contrapartida, o estudo de Platt et al. (1991) apresentou correlagao entre
o aumento do numero de crises de dor e os niveis diminuidos de hemoglobina fetal. Além disso,
o estudo realizado por Rahgozar et al. (2000) evidenciou que pacientes com anemia falciforme
e hemoglobina fetal acima de 18% nao apresentaram manifestacées clinicas graves.
Entretanto, o estudo realizado por Inati et al. (2003) demonstrou que niveis elevados de
hemoglobina fetal estavam associados a casos clinicos graves entre portadores de anemia

falciforme provenientes do Libano.
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No presente estudo ndao encontramos associagao estatistica entre os polimorfismos -833 e
1238 no gene da VCAM-1 (p > 0,05); -308 no gene do TNF-alfa (p > 0,05) e -251 no gene da IL-
8 (p > 0,05) entre os pacientes com anemia falciforme quando comparados ao grupo de
individuos da populagao. Nao observamos diferengas estatisticas quando correlacionamos os
polimorfismos investigados uns aos outros associando as manifestagdes clinicas estudadas.

O AVC é uma das principais complicagdes na anemia falciforme, sendo importante causa
de morbidade e mortalidade, afetando cerca de 4,01% dos pacientes e apresentando
frequéncia elevada em criangas e em adultos acima de 30 anos (OHENE et al., 1998). Fatunde
et al. (2005) ao estudar criangas nigerianas portadores de anemia falciforme observaram
frequéncia de 5,4% para o AVC, sendo a idade média para o primeiro evento de 6,8 anos. No
estudo de Taylor et al. (2002) foi observado que o polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1 atua
como fator protetor para a ocorréncia de AVC (p= 0,02). Entretanto, no nosso estudo nao foram
encontradas associagbes entre a presenga do polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1 e AVC.
Desta forma, Jordam (2006) reforca que criangas com anemia falciforme devem ser
cuidadosamente avaliadas para presencga de possiveis fatores de risco para o desenvolvimento
de AVC.

Os fendmenos vaso-oclusivos em pacientes com anemia falciforme sao originados a partir
da interagdo de hemacias falcizadas com o endotélio e possivelmente amplificados pela
presenca de leucdcitos, plaquetas e reticulécitos. Esses eventos sdo conseqiiéncia da alteragao
do tonus vascular, mudancas metabdlicas, inflamagao e infeccdo (STEINBERG et al., 2001).
Por exemplo, no estudo de Ergul et al. (2004) foram observados niveis elevados de endotelina-
1, potente vaso-constrictor, nos pacientes com anemia falciforme e em crise vaso-oclusiva. Em
outro estudo, foi observada a ativagdo de neutrofilos com expressdo aumentada de moléculas
de superficie nos pacientes em crise (LARD et al., 1999). Outro aspecto envolvido nos eventos

de vaso-oclusdo é a disfungdo de neutrdfilos, que elevam o risco de infecgédo e
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conseqiientemente de eventos de vaso-oclusdo (LACHANT; OSEAS, 1987). No nosso estudo,
observamos numero elevado de eventos de vaso-oclusdo nas quatro faixas etarias estudadas,
sendo que criancas com 13-17 anos de idade apresentaram numero elevado de eventos de
vaso-oclusao (p=0,01982).

Além disso, quando realizada a comparagao do polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1
com o numero de eventos de vaso-oclusdo, observamos que os pacientes que possuiam o
polimorfismo apresentaram um numero maior de eventos de vaso-oclusdo (4,80 + 3,7; p=
0,036). Este dado pode estar associado a gravidade da doenga, uma vez que entre os
parametros hematologicos dos pacientes portadores do polimorfismo 1238 no gene da VCAM-
1, observamos a diminuicdo do numero de hemacias (2.20 + 0,3; p= 0,0021); da concentragao
de hematocrito (21.2 + 2,5; p= 0,0229) e aumento do valor do VCM (94.9 + 8,1; p= 0,0083), o
que pode ser interpretado como um aumento da anemia e também do namero de reticulécitos.

Quando realizada a analise entre o polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1, niveis de Hb
fetal e eventos de vaso-oclusdo, observamos que os pacientes que apresentaram o
polimorfismo, em heterozigose, junto com niveis de Hb fetal < 10% tiveram numero maior de
eventos de vaso-oclusdo (6.0 + 4,0; p= 0,04).

Na correlagao entre o polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1, haplétipos do grupo de
genes da globina beta S e eventos de vaso-oclusdo, encontramos que os pacientes com o
polimorfismo, em heterozigose, e o haplétipo CAR tiveram aumento no numero de eventos de
vaso-oclusao (5.5 + 3,6; p= 0,02).

Baseado nos nossos achados, concluimos que a correlagao entre o polimorfismo 1238 no
gene de VCAM-1 com o aumento do nimero de eventos de vaso-oclusao e sua associag¢ao aos
parametros hematolégicos, niveis de hemoglobina fetal e presenga do haplétipo CAR pode
estar relacionada a efeitos epistaticos e a presenca de desequilibrio de ligagao do gene na

nossa populagéao, ja que nao foram encontrados individuos homozigotos nos grupos estudados.
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Ressaltamos que o gene VCAM-1 pode esta desempenhando um papel importante como
modificador genético do fenétipo apresentado por pacientes com anemia falciforme, possuindo
influéncia direta nos niveis séricos de VCAM-1 semelhante ao descrito por Duits et al. (1996) e
conseqlientemente no efeito de algumas citocinas especificas, como IL-13 (BOCHNER et
al.,1995). Desta forma, baseado no fato de que receptores de adesao direcionam uma enorme
variedade de fungdes, tais como interagao célula-célula, sinalizagao e trafego de leucécitos e
reconhecimento de células T (SPRINGER, 1995), e que a resposta imune gerada atraves
destas interagées podem estar protegendo ou agravando algumas patologias. Estudos clinicos
adicionais, voltados para a participagdo destas moléculas como futuros alvos para novas
terapias anti-inflamatorias devem ser realizados nesses pacientes, tendo como exemplo o
estudo de Kaul et al. 2000 com o uso de anticorpos monoclonais, inibindo a interagao entre
eritrocitos falcizados e endotélio vascular.

O fator de necrose tumoral alfa € uma citocina pré-inflamatéria classicamente produzida
por mondcitos / macrofagos, linfocitos T e B (WILSON et al., 1997). No presente estudo, os
pacientes pediatricos com anemia falciforme apresentaram niveis elevados de TNF-alfa sérico
com média 38.1 + 16,3, sendo o limite de detecgdo de 7.8 pg/mL. Os dados encontrados sao
condizentes com os apresentados por Malave et al. (1993) e Tavakkoli et al. (2004), que
observaram o aumento do TNF-alfa sérico em pacientes portadores de anemia falciforme.
Contudo, no estudo de Hibbert et al. (2005) nao foi observada diferenga estatistica entre os
niveis séricos do TNF-alfa em portadores de anemia falciforme e um grupo controle formado
por individuos sadios. Além disso, no trabalho de Raghuphathy et al. (2000) niveis séricos nao
detectaveis de TNF-alfa foram observados em criangas portadoras de anemia falciforme em
estado estavel.

Wilson et al. (1997) demonstrou, in vitro, que a presenga do polimorfismo -308 no gene do

TNF-alfa estd associada a expressdo aumentada dessa citocina. Em nosso estudo nao
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observamos associac¢ao entre a presencga do polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa e os niveis
séricos dessa citocina em 82 pacientes pediatricos com anemia falciforme investigados (p=
0,98304), apesar de que os pacientes com o polimorfismo apresentaram discreto aumento na
concentragao sérica do TNF-alfa.

Os dados relativos a presenca do polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa no estudo de
Karahan et al. (2005) em um grupo de pacientes pediatricos com AVC, demonstraram a
auséncia de associagcdo quando comparado a um grupo controle. Além disso, no estudo
realizado por Hoppe et al. (2001), desenvolvido em 69 portadores de anemia falciforme nao foi
encontrada associagéo entre o polimorfismo -308 e eventos de AVC. Esses resultados sao
condizentes com os que obtivemos no grupo de pacientes incluidos no nosso estudo, nao
encontrando associacgéo entre a presenga do polimorfismo e os eventos de AVC. Entretanto, no
estudo realizado por Hoppe et al. (2004) em pacientes portadores de anemia falciforme com o
polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa, foi descrita ocorréncia menor de AVC (p= 0,048). Além
desses dados, previamente publicados, ndo encontramos associagdo estatistica entre a
presenca do polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa e as demais manifestagbes clinicas
descritas na anemia falciforme. Entretanto, encontramos um numero elevado de eventos de
seqilestro esplénico entre os portadores do polimorfismo (0,50 + 1,1; p= 0,048). Desta forma,
estudos adicionais devem ser realizados visando caracterizar o polimorfismo -308 na regiao
promotora do gene do TNF-alfa como possivel fator de risco para o desenvolvimento de
eventos de sequestro esplénico, juntamente com fatores de risco classicamente descritos,
como numero elevado de hemacias irreversivelmente falcizadas e niveis diminuidos de
hemoglobina fetal (WILSON-OKOL, et al.,2006).

Quando realizada a analise entre o polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa, haplétipos do
grupo de genes da globina beta S e eventos de sequestro esplénico, encontramos que 0s

pacientes que apresentaram o polimorfismo -308, em heterozigose ou homozigose, e o
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haplétipo CAR tiveram aumento no numero de eventos de seqlestro esplénico (0.6 £1,2; p=
0,03).

Os nossos resultados demonstraram que a presenga do polimorfismo -308 no gene do
TNF-alfa esta associada ao aumento do nimero de hemacias (2.9 + 0,6; p= 0,01); diminuicao
do VCM (84.6 + 9,2; p= 0,0085) e diminuigdo do HCM (27.9 + 9,2; p= 0,0048), dados que
podem estar correlacionados a presenga do polimorfismo a mudangas fenotipicas, ainda nao
esclarecidas neste grupo de pacientes.

No estudo de Okpala et al. (2002) foi observado a contribuicdo da leucocitose para a
gravidade de manifestagdes clinicas na anemia falciforme. Os leucdcitos contribuem para essa
gravidade pela capacidade de adesdo aos vasos sanguineos, adesao a outras células
presentes no sangue, estimulo a expressdo de moléculas de adesdo, dano tecidual e reagoes
inflamatorias, culminando no bloqueio efetivo do lumen vascular (OKPALA, 2004). No estudo
Okpala et al. (2002) observaram que o aumento na expressdo de moléculas de adesao em
leucécitos de pacientes com anemia falciforme esta associado a elevagdo das complicagdes
renais (p= 0,018) e AVC (p= 0,03). Em nosso estudo ndo foram observadas diferencas
estatisticas quando comparado o numero de leucdcitos, possivel fator de risco, e as
manifestagoes clinicas em diferentes faixas etarias. Em contrapartida no estudo de OHENE et
al. (1998) observaram que o aumento na contagem de leucdécitos estava associado a elevagao
do risco para o desenvolvimento de AVC (p= 0,026).

A ICAM-1 possui papel crucial na migragdo e ativagdo de linfocitos, sendo considerado
importante em doengas que possuem carater inflamatério como a arteriosclerose (GEATANI et
al., 2002). Geatani et al. (2002) descreveram a presenga em homozigose do polimorfismo 469
no gene da ICAM-1 como fator de risco para a doenga arterial obstrutiva. Pola et al. (2003)
encontraram uma associacdo desse polimorfismo em homozigose e a histéria de AVC

isquémico. No nosso estudo, o polimorfismo 469 no gene da ICAM-1 nao apresentou
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associagdo com as manifestagdes clinicas avaliadas em portadores de anemia falciforme.
Entretanto, a presenca do polimorfismo apresentou associagdo com a diminuicédo do nivel de
hemoglobina (7.4 + 1,1; p= 0,0324), podendo ser caracterizado como possivel fator prognéstico,
em virtude da correlacdo existente entre niveis diminuidos de hemoglobina e a gravidade da
doencga (BALLAS; SMITH, 1992).

A IL-8 € um membro da familia das quimiocinas e é o principal envolvido na iniciagéo e
amplificacao de reacdes inflamatoérias agudas e cronicas. Heinzmann et al. (2004) observaram
que o polimorfismo -251 é mais freqilente em criangas que apresentam artrite € asma. No
estudo de Arinir et al. (2005) nao foi observada associagao entre a presenga do polimorfismo -
251 no gene da IL-8 e a doenga pulmonar obstrutiva. Em nosso estudo nao observamos
associagao entre o polimorfismo -251 e as manifestagées clinicas em pacientes portadores de
anemia falciforme. Além disso, ndo encontramos associagdo entre o polimorfismo e
concentragdo sérica da IL-8 (p=0,76358), apesar dos portadores do polimorfismo terem
apresentado discreto aumento de 3.75 pg/mL na concentragéo sérica dessa quimiocina.

Etienne-Julan et al. (2004) observaram que os pacientes com anemia falciforme
apresentaram niveis diminuidos de IL-8 em estado estavel e niveis elevados nos episodios de
crises vaso-oclusivas. Dados similares foram encontrados no estudo de Duits et al. (1998), que
observaram niveis elevados de IL-8 no inicio e no decorrer dos eventos de vaso-oclusao. Em
outro estudo, Goncalves et al. (2001) demonstraram que pacientes com anemia falciforme em
crise vaso-oclusiva apresentaram niveis elevados de IL-8 e niveis diminuidos em estado estavel
da doenca. Essa correlagdo entre niveis elevados de IL-8 e crises de vaso-oclusao pode ser
explicada pelo aumento na expressdo de MAC-1 na superficie de neutrdfilos frente a estimulo
de IL-8 in vitro (ASSIS et al., 2005). Desse modo, nossos resultados s&o condizentes com estes

estudos, em que observamos niveis diminuidos de IL-8 (10,216 + 13,2; p=0,76358) e auséncia
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de associagdo com as manifestagcdes clinicas em 83 pacientes pediatricos com anemia
falciforme em estado estavel da doencga.

O papel das plaquetas nas manifestagdes clinicas em pacientes com anemia falciforme
ainda é pouco estabelecido. Papadimitrion et al. (1993) observaram aumento da atividade
plaquetaria em pacientes com anemia falciforme em estado estavel e em crise de vaso-oclusao
quando comparado a um grupo controle normal, sugerindo uma possivel participacao das
plaquetas nas manifestagées clinicas. Em outro estudo, realizado por Amin et al. (2004)
observaram que pacientes com anemia falciforme em crise de vaso-oclusdo apresentaram
aumento do PDW (Platelet Distribution Width) com possivel associagdo a qualidade funcional
das plaquetas, sem aumento numérico. No nosso estudo observamos que os pacientes que
apresentaram o polimorfismo -251 no gene da IL-8 tiveram numero elevado de plaquetas
(447.052 + 136,94; p= 0,04). Dessa forma, mais estudos devem ser realizados para confirmar
se a presenca do polimorfismo pode ser caracterizada como possivel fator de risco para
manifestagdes clinicas na anemia falciforme, pelo fato de que as plaquetas juntamente com
leucocitos e hemacias falcizadas estdo possivelmente evolvidos de maneira conjunta nos
eventos de vaso-oclusdo (NAGEL; STUART, 2004 ).

Em conjunto, os resultados apresentados neste estudo devem ser analisados levando-se
em conta a associacdo dos marcadores genéticos versus fatores ambientais e socio-
econdémicos, de maneira que possamos obter informacgdes fidedignas sobre a histéria natural da
anemia falciforme na nossa populagdo, contribuindo para a melhoria do acompanhamento
clinico desses pacientes.

Estamos conscientes da necessidade de estudos adicionais voltados para a avaliagao de
mecanismos envolvidos nesses processos, de maneira que possamos confirmar os nossos

achados, convertendo-os em beneficio para estes individuos.
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CONCLUSOES

De acordo com os objetivos do nosso estudo concluimos:

1-

As frequéncias descritas para os polimorfismos -833, 1238 no gene da VCAM-1; -308 no
gene do TNF-alfa e -251 no gene da IL-8 nao apresentaram diferenga entre o grupo de
pacientes com anemia falciforme e o grupo populacional;

Os eventos de vaso-oclusdao foram mais frequentes na faixa etaria de 13-17 anos e os
eventos de sequestro esplénico na faixa etaria de 5-9 anos;

A presenga do polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa, -251 no gene da IL-8 nao
influenciaram na concentracao sérica do TNF-alfa e da IL-8;

Encontramos associagao entre a presenga do polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1 e
o numero de eventos de vaso-ocluséo;

Encontramos associacao entre a presenga do polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa e o
numero de eventos de sequestro esplénico;

Encontramos associagéo entre a presenga do polimorfismo 1238 no gene da VCAM-1 e
o numero de hemacias, hematécrito e VCM;

Encontramos associagdo entre o polimorfismo 469 no gene da ICAM-1 com a
concentragao de hemoglobina;

Encontramos associagdo entre o polimorfismo -308 no gene do TNF-alfa com o numero
de hemacias, VCM e HCM,;

Encontramos associagdo entre o polimorfismo -251 no gene da IL-8 com o numero de

plaquetas;
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10- Observamos que os pacientes que apresentaram o polimorfismo 1238 no gene da

VCAM-1, junto com niveis de Hb fetal < 10% tiveram ndmero maior de eventos de vaso-
oclusao;
11- Observamos que os pacientes que apresentaram o polimorfismo 1238 no gene da
VCAM-1, junto com o haplétipo CAR tiveram nimero maior de eventos de vaso-oclusao;
12-Observamos que os pacientes que apresentaram o polimorfismo -308 no gene do TNF-

alfa, junto com o haplétipo CAR tiveram nimero aumentado de eventos de sequestro

esplénico.
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ANEXO-1

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,

responsavel por

. com 18 anos de idade ou mais,

, portador de plena saude mental,

autorizo sua participagdo como voluntario na pesquisa sobre “Anemia falciforme: polimorfismos
génicos em moléculas de adesao (VCAM-1 e ICAM-1), TNF-alfa, IL-8 e alteragcdes fenotipicas”
sob a coordenacao de Dra. Marilda de Souza Gongalves.

Nessa pesquisa seréo investigados pacientes com anemia falciforme, alteracao que muda
a forma das células vermelhas que ficam menos deformaveis e que grudam nas veias
juntamente com as células brancas participando das crises de dor, derrame, problemas no
coragao, nos olhos, nervos e pulmées.

Para isto sera realizado um questionario sobre a histéria da doenga que sera respondida
pelo médico que assiste o paciente e por busca no prontuario. Para participar do estudo sera
retirado 10 mL de sangue utilizando material descartavel e estéril sendo que este procedimento
nao implicara em danos, devendo o paciente sentir uma ligeira picada da agulha. A regiao
onde o sangue sera retirado também podera ficar temporariamente avermelhada. O sangue
retirado sera destinado ao estudo do DNA de algumas substancias que ajudam na ligagao das
células as veias, visando identificar a sua participagado nas crises e alteragoes presentes na
anemia falciforme.

As implicagbes da minha participagdo neste estudo, incluindo a natureza, duragao,
objetivo, métodos e meios através dos quais deve ser conduzido, bem como a auséncia de
riscos foram explicados pelo investigador (a) na HEMOBA.

Entendo também que eu tenho permissdo para a qualquer momento retirar o meu
consentimento e deixando o menor de participar do estudo sem sofrer nenhuma punicéo ou
perda de direitos ao acompanhamento medico. Entretanto, exames adicionais poderao ser
solicitados caso o médico que o assiste julgue-os necessarios para a sua saude e bem estar. A
minha recusa em autorizar a participagdo do menor no estudo nao resultara em punigbes ou
perdas dos beneficios aos quais ele ja tem direito.

Autorizo que as amostras colhidas sejam armazenadas e possam ser utilizadas em
analises futuras, desde que os estudos adicionais sigam os aspectos éticos determinados nas
resolugdes 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude e possam contribuir para novos

conhecimentos relacionados a doenga.
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ASSINATURA DO RESPONSAVEL

Eu presenciei a explicagdo acima descrita, confirmando a oportunidade concedida ao
responsavel de formular perguntas, testemunho a assinatura deste documento e receberei uma

copia do presente termo.

Assinatura da testemunha 1
Assinatura da testemunha 2

Assinatura do investigador

Data / /
Nome do investigador: Dra. Marilda de Souza Gongalves

RESPONSAVEIS PELO ESTUDO:

Dra Marilda Gongalves
Bruno Cerqueira

LOCAL DA PESQUISA:
Laboratérios de Patologia e Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz.
TELEFONE PARA CONTATO:

31762226 ou 31762265
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